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Uber Koproporphyrin-Synthese durch Hefe und ihre 
Beeinflussung. 


IV. Mitteilung. 
Von 


Hans Fischer und Hans Hilmer., 


(Aus dem Organisch-chemischen Institut der Technischen I!ochschule Miinchen.) 


(Der Redaktion zugegangen am 23. Dezember 1925.) 


In den bisherigen Mitteilungen ist in einwandfreier Weise 
das regelmiBige Vorkommen von Koproporphyrin in kiuflicher 
Hefe und in Hefe-Reinkulturen in porphyrinfreiem Nihrboden 
bewiesen; hier ist auch die primiare Synthese des Kopro- 
porphyrins festgestellt und es handelt sich weiter darum, den 
Reaktionsmechanismus, nach dem dieses Porphyrin gebildet 
wird, aufzukliren. Ein Anhaltspunkt hierzu ergibt sich aus 
unseren bisherigen Arbeitsresultaten, und zum besseren Ver- 
stindnis miissen wir weiter ausholen. In kauflicher Hefe 
wurden mit groBer Regelmifigkeit Hamin, Kiaimmerers 
Porphyrin und Koproporphyrin beobachtet, auf die Isolierung 
und Reindarstellung der zuerst genannten Kérper haben wir 
bis jetzt jedoch keinen Wert gelegt, weil wir der Ansicht waren, 
daB Himin und Kimmerers Porphyrin walrscheinlich sekundiir 
durch tierische Verunreinigungen der Bierwiirze bei Brauerei- 
hefe bzw. der Melasse bei Branntweinhefe bedingt seien. Wir 
konnten auch feststellen, daB Hefe imstande ist, Blutfarbstoff 
zu Kimmerers Porphyrin abzubauen. — In Griinmalz und 
in frischen Griisern sowie Kokosmilch haben wir dann Por- 
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phyrine gefunden, wodurch bewiesen ist, daB auch in hoherey 
Pflanzen nahe Verwandte des Blutfarbstoffes enthalten sind. 
denn die Porphyrine des Chlorophylls steben zum Chlorophy|! 
in keinen nahen verwandtschaftlichen Beziehungen. Sie ent- 
stehen erst beim energischen Ab- bzw. Umbau des Chloro- 
phylls mit Alkalien bei héherer Temperatur. Anders beim 
Blutfarbstoff. Wird dieser des komplex gebundenen Metalls 
beraubt, so entstehen sofort Porphyrine und die Reaktion ist 
reversibel. 

Vor kurzem nun hat sich bei Verarbeitung von Hefe- 
Reinkulturen ergeben, daB fast ausschlieBlich Koproporphyrin 
auftritt; nur geringe Mengen von Kupfer—Komplexsalz war 1 
den Kulturen vorhanden. 

Wir haben diese Versuche wiederholt mit demselben Re- 
sultat und erhielten stark koproporphyrinhaltige Hefe. Lic 
dekantierte Kultur lieBen wir auf porphyrinfreiem Niahrboden 
weiter wachsen unter Zusatz von Kisensalz und erhielten da- 
nach eine Hefekultur, in der das normale Himochromogen- 
spektrum intensiv auftrat. Hier ist also sicher die primiire 
Synthese des Kisensalzes durchgefiihrt und im Einklang damit 


stehen neuere Versuche, die mit Brauerei- und Bickerhete 


ihnliche Resultate ergaben. Einen Avhaltspunkt fir Kopro- 
himin haben wir bis jetzt nicht gewinnen kénnen, lediglich 
gewohnliches Himin tritt auf. 

Kiirzlich hat nun Keilin?) in Tieren, kiuflicher Hefe 
und héheren Pflanzen einen neuen respiratorischen Farbstofi, 
das Cytochrom, spektroskopisch nachgewiesen und er ist der 
Ansicht, dab sowohl das Koproporphyrin, wie das Himo- 
chromogen sich vom Cytochrom ableiten. In Backerhefe ist 
die Konzentration des Cytochroms nach Keilin sehr hoch, in 
Bierhefe sehr gering. Das Cytochrom (mit dem Zeissscheu 
Mikrospektroskop konnten wir nur 3 Streifen feststellen, den 
Doppelstreifen im Griin und 1 Streifen im Gelb) soll aus 3 Kom- 
ponenten bestehen, 2 der Komponenten (8 und C) sollen 
identisch sein mit der des Hamoglobins, wie Anson und 





1) Proceedings of the Royal Society Bd. 98, S. 312 (1925). 
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Mirsky’) gefunden haben; iiber die 3. Komponente (4,) kénnen 
die Autoren noch keine Auskunft geben. Cytochrom und 
seine Derivate haben die Eigenschaft einer thermostabilen 
Peroxydase. Keilin hat dann weiter in pflanzlichem Material, 
Zwiebeln, Bohnen und in Pflanzengeweber Himochromogen 
teils direkt spektroskopisch mit Maximum 556, teils in Kali- 
laugeextrakt von Pflanzengeweben nachgewiesen. 

Anson und Mirsky’) haben diese Befunde dann er- 
weitert dadurch, da sie mit Hilfe von Pyridin aus zahl- 
reichen Pflanzen und Hefe Extrakte dargestellt haben, die 
ein charakteristisches dreibandiges Spektrum geben, Ver- 
suche, die Schumm neuerdings vollinhaltlich bestatigt hat. 
Schumm?) hat auch solche Pyridinextrakte in Porphyrin ver- 
wandelt; dieser Versuch ist jedoch nicht beweiskraftig, weil 
der Nachweis fehlt, daB der Pyridinextrakt nicht von vorn- 
herein Porphyrin enthalten hat. Diese Feststellung ist um so 
notwendiger, als wir friher ja bereits in Pflanzen Porphyrine 
gefunden haben, wodurch zum erstenmal Blutfarbstoffderivate 
in pflanzlichem Material einwandfrei nachgewiesen waren. 
Wir glauben, daf diesen Versuchen vorliaufig, solange der 
obige spektroskopische Befund nicht durch Abscheidung eines 
krystallisierten Koérpers erweitert wird, mindestens ebensoviel 
Beweiskraft zukommt, wie den spektroskopischen Befunden. 
Auch muB ausdriicklich darauf hingewiesen werden, da das 
reine Himochromogenspektrum nicht vorliegt, sondern ein 
dreibandiges Spektrum. Keilins Befunde sind nun eine sehr 
wertvolle Bestatigung und Erweiterung unserer seinerzeitigen 
Feststellungen und es interessierte natiirlich, festzustellen, warum 
wir seinerzeit in den Pflanzen, insbesondere in Frischmalz, 
Hamin nicht gefunden haben. Wir extrahierten deshalb frisch 
gekeimte Gerste mit Pyridin und man kann in einem so 
frisch gewonnenen Extrakt in der Tat leicht ein dem Himo- 
chromogenspektrum 4holiches Spektrum beobachten, wenn man 
den Extrakt sehr bald untersucht. 





1) Jl. of Physiol. Bd. 60, S. 166 (1925). 
*) Jl. of Physiol. Bd. 60, S. 166 (1925). 
3) Diese Zs, B. 149, S. 146 (1925); Bd. 150, S. 277 (1925). 
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Destilliert man das Pyridin ab, so ist der Hiamochromogen- 
streifen verschwunden; es tritt dann Umwandlung in einen 
braunen Farbstoff auf, der scheinbar nicht in nahen Beziehunger 
mehr zum Hiamin steht. Setzt man zu frisch gekeimten Gersten. 
kérnern Hamuinlésung zu, so beobachtet man dieselben Kr. 
scheinungen, wie sie in der vorhergehenden Mitteilung mit 
Lindner beschrieben wurden. Wir haben versucht, das den 
Gersten-Haimochromogen zugrunde liegende Porphyrin durch 
Behandlung mit Hydrazin—Eisessig zu isolieren, dies ist uns 
aber bis jetzt nur einmal gegliickt und wir beobachteten 
spektroskopisch Koproporphyrin. Als wir dann gekeimte Gerste 
mit Kisessig auszogen und in der iiblichen Weise auf Por- 
phyrin verarbeiteten, konnte in der Porphyrinfraktion deutilich 
ein Porphyrinspektrum!) beobachtet werden mit nicht ganz kon- 
stanten Zahlen, die im Sinne des Vorliegens von Kammerer- 
und Koproporphyrin gedeutet werden kénnen. Nimmt man 
den Hamin-Abdampfungsriickstand mit Pyridin auf, so kann 
man das Himochromogenspektrum bei 557 erkennen, sowie 
man jedoch wieder eingedampft hat, ist der Spektralbefund 
verschwunden und es gelingt nicht mehr, Porphyrin zu erhalten. 
Wir unterlieBen deshalb die Messung des Himochromogen- 
spektrums in neuen Versuchen und verarbeiteten den Himin- 
ither-Abdampfungsriickstand in der iiblichen Weise auf Por- 
phyrin und konnten ein eindeutiges Kaimmererspektrum beo)- 
achten (mit Schwerdtel). 

Hieraus folet, daB in keimender Gerste wahrscheinlich 
Hamin primir enthalten ist (Gerste selbst gibt auch mit 
Pyridin ,,Himochromogen“). 

Weiterhin haben wir dann festgestellt, daB das ,Himo- 
chromogen“ fast ausschlieBlich in den Wurzeln steckt. Leider 
sind die Wurzeln auch ebenso reich an dem mit Lindner 
bereits erwihnten Oxydationskérper, so da8 wir diesen zu- 
nichst niher kennen lernen wollen und dann erst die Iso- 
lierung des Chromogens in Angriff nehmen werden. Die 
Wurzeln haben wir schon friither auf Himin mit negativem 





1) Vel. Diese Zs. Bd. 152, S. 144 (1926). 
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Erfolg untersucht, jedoch nicht in frischem Zustand, sondern 
in Form der sogenannten ,Saukeime“, die beim Darren des 
Malzes in der Brauerei in grobem Mafgstab abfallen und 
leicht zuginglich sind. Diese Keime hatten wir mit Pyridin 
ohne Erfolg untersucht, auBerdem noch die Eisessig—Jod- 
wasserstoffreduktion mit negativem Erfolg durchgefihrt. In 
der gleichen Weise war Darrmalz untersucht, ebenso Hopfen. 
Letzterer enthielt gelegentlich Porphyrine, aber nicht in solchen 
Mengen, um das im Sommer vermehrte Auftreten des Blutfarbstoffes 
in der Hefe erklaren zu kénnen. Nachdem aber die Bierwiirze 
notorisch sehr hiufig Blutfarbstoff und Porphyrine enthalt, 
konnte ohne Reinkultur-Versuche das Himin als primir in der 
Hefe vorkommend nicht aufrecht erhalten werden. Beweise hier- 
tir ko6nnen nur durch Versuche mit Reinkulturen erbracht werden, 
so wie sie in der vorliegenden Mitteilung beschrieben sind. 

Gegen die Auffassung des primiairen Vorkommens des 
Hiimins in der Hefe kénnte man nun die Versuche der letzten 
Mitteilung anfiihren. Wort war in auf porphyrinfreiem Niahr- 
boden geziichteter Hefe fast nur Koproporphyrin vorhanden. 
Diese Versuche kénnten aber vielleicht zur Entscheidung dieser 
Hrage nicht geeignet sein, weil das Miinchener Leitungswasser, 
das als einzige Eisenquelle fiir etwaigen Blutfarbstoff in Be- 
tracht kommt, im Liter nur 0,03 mg Kisen?) enthalt, eine Menge, 
die zwar ausreicht, um die 5—10fache Menge des gefundenen 
Porphyrins in Kisenkomplexsalz iiberzufiihren, aber doch nicht 
geniigend sei, weil bei der Sterilisation vielleicht der gréBte 
Teil des Eisensalzes in Form von Eisenphosphat unléslich 
niedergeschlagen wird. 

Demgemi8 kénnte die Koproporphyrin-Synthese in erster 
Linie bedingt sein durch Mangel an Eisen. Wir haben deshalb 
neuerdings Ziichtungsversuche mit Anamensishefe auf eisen- 
armem und eisenreichem Niahrboden wiederholt und wieder 
teststellen kénnen, daB ausschlieBlich Koproporphyrin auftritt. 
Cytochrom war deutlich nachweisbar, wenn auch verringert. Die 





') Die Eisenbestimmung hat Herr Dr. W. Lintzel, Assistent am 
uiesigen physiologischen Institut, durchgefiihrt. Wir danken ihm auch 
an dieser Stelle bestens. 
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Hefe, mit Pyridin frisch extrahiert, gab ein deutliches Porphyrin. 
spektrum, das am besten auf Koproporphyrin in Pyridiy 
stimmte. Die Verschiebung der spektroskopischen Zahley 
kann bedingt sein durch Verunreinigungen, Anwesenheit yo 
Hamochromogen bzw. seiner Zersetzungsprodukte, auch wiire 
daran zu denken, daB das Koproporphyrin als Magnesiumsalz 
vorhanden ist; nach Uberfithrung in Eisessig—Ather waren in 
Ather reine Koproporphyrinzahlen meSbar. Man kénnte nun 
glauben, daB die Anamensishefe an sich pathologisch sei und 
sie Koproporphyrin auch normalerweise erzeuge. Dies is’ 
nicht der Fall. Anamensishefe in porphyrinfreier Bierwiirze 
geziichtet gibt deutlich Himochromogen (557) neben wenig 
Koproporphyrin, verhilt sich also wie normale Hefe. — Weiter- 
hin haben wir aus den Mutterlaugen der obigen ..Kopro—Ana- 
mensishefe* weitere Hefekulturen unter Zusatz von Kisensalzen 
geziichtet und Hefe erhalten, die deutlich Cytochrom und 
Himochromogen enthielt. Da8 dies Resultat durch Umziichtung 
der ,.Koprohefe“ erzielt wurde, wollen wir nicht behaupten, da 
natiirlich die Méglichkeit einer Sekundirinfektion durch wilde 
Hefe moglich ist, aber jedenfalls kann nach diesem Versuch, 
den wir auch mit anderen Bierhefen hestiitigten, kein Zweife! 
sein, daB die Hefe das Haimin primir erzeugen kann, Wi 
sind der Ansicht, daf neben dem Himin Koproporphyri: 
normalerweise in geringer Menge erzeugt wird, eine Hypothese, 
die wir beim héheren Tier bereits aufstellten. In unserer 
Fortziichtungsversuchen wird dann bei der Hefe die Hiimin- 
synthese vollig in den Hintergrund gedringt und es tritt fast 
ausschlieBlich oder ausschlieBlich Koproporphyrin auf. _,. Kiinst- 
lich“ ernihrte Hefe stiinde dann in vodlliger Analogie mit den 
Porphyrinpatienten und fiir die Porphyrie wiirde dann folgen. 
daB auch dort vielleicht die Stérung der Erkrankung lediglich 
in der Unméglichkeit der Vollziehung der Hiseneinfiihrung 
besteht. — Hisenmangel ‘darf jedoch nicht etwa fiir das Zu- 
standekommen der Anderung im Stoffwechsel der Hefe heran- 
gezogen werden, denn wir haben in friiheren Versuchen ') Fort- 
ziichtungsversuche mit Brennereihefe bei Gegenwart von reich- 


1) Diese Zs. Bd. 144, 8S. 114 (1925). 
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lich Eisensalz ausgefiihrt und dennoch relativ grobe Mengen 
von Koproporphyrin erhalten. Zur volligen Kliirung der Frage, 
die sicherlich auch von Wichtigkeit fiir die Beurteilung der 
Porphyrie und des Kisenstoffwechsels beim Menschen ist, sind 
weitere Versuche noétig. Vel. hierzu S. 196. 

Von groBem Interesse wird es auch sein, festzustellen, wie 
sich Hefen, die nur noch auf Koproporphyrinerzeugung ein- 
gestellt sind, beim Fortziichten in blutfarbstoffhaltigem Material 
verhalten, ob sie wieder die Kigenschaften der urspriinglichen 
Hefe annehmen und idhnliches. Hieriiber hoffen wir bald be- 
richten zu kénnen. 

Besonders miissen noch die alten Versuchsergebnisse dis- 
kutiert werden, die seinerzeit mit Schneller und Hilger er- 
hoben wurden. Wir haben festgestellt, da8 primar in der Hefe 
nur wenig Koproporphyrin vorhanden ist neben normalem 
Himin, dab aber nach der Autolyse und nach der Fiulnis 
Himin noch vorhanden ist, Koproporphyrin aber gewaltig ver- 
mehrt auftritt. Wir haben diese Versuche neuerdings wieder- 
holt und dieses Resultat restlos bestiitigt gefunden. —- Die 
Verarbeitung ist wie friiher, nur schiitteln wir die Porphyrin- 
fraktion aus dem letzten Ather neuerdings mit NaOH aus, 
fiigen ein paar Tropfen NaOH zu und lassen einige Stunden 
stehen. Wenn Kimmerers Porphyrin vorhanden ist, so flockt 
dieses als Natronsalz aus und 1aBt sich leicht abfiltrieren. 
Das Filtrat siiuern wir dann wieder an, extrahieren mit Ather 
und verarbeiten dann in der iiblichen Weise auf Kopro-Kster. 
Die Methode ist auf diese Weise so verfeinert, daB es selbst 
noch in einem Kilo autolysierter Hefe gelungen ist, den 
krystallisationsfreudigen Kopro-Ester rein abzuscheiden und 
aus einem 5 Kilo-Versuch nochmals zur Analyse zu bringen. 
Diese und die Schmelzpunktsbestimmung hat wiederum eindeutig 
bewiesen, da8 Kopro-Kster vorlag. Es kann sich also jetzt 


jedermann leicht in den Besitz von Koproporphyrin setzen, 


wir sind nicht mehr allein auf die Porphyriker angewiesen. — 
Anders bei direkter Verarbeitung von nicht autolysierter Hefe. 
Hier gelang es wohl, den spektroskopischen Befund des Kopro- 
porphyrins zu erzielen, aber nach der Veresterung konnte nur 
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sehr wenig krystallisiertes Material isoliert werden, bei Ver- 
arbeitung von 5 Kilo Hefe nicht einmal soviel, daB der Schmely- 
punkt genommen werden konnte. Bei der Reinkultur von 
Saccharomyces anamensis dagegen gelang es eindeutig, bei 
Verwendung von nur 142 g Hefe das Koproporphyrin krystallisiert 
abzuscheiden. 

Wenn nun bei der Autolyse eine Vermehrung des Kopro- 
porphyrins notorisch auftritt, so wire eigentlich zu erwarten, 
da8 primar in der Hefe spektroskopisch Koprohimin naclhi- 
zuweisen ist. Dies ist jedoch nicht der Fall, wie wir oft 
festgestellt haben und wie auch Schumm!) neuerdings bestiitigt 
hat. So ergibt sich die Méglichkeit, daB die Vermehrung des 
Koproporphyrins nach der Autolyse bedingt ist durch sekundire 
Synthese aus dem vorhandenen Hiimin. Unsere bisherige Ex- 
perimentaluntersuchung hat hierfiir keinen eindeutigen Beweis 
erbracht. Wir haben neuerdings wieder deshalb 1 Kilo Brennerei- 
hefe in Bierwiirze unter Zusatz von 50 ccm Blut vergiiren 
lassen. Die Giirung verlief iiberaus stiirmisch, wir konnten 
infolgedessen nicht, wie beabsichtigt, Sauerstoff einleiten und 
erhielten insgesamt etwas mehr als die angewendete Hefemenge 
als Ausbeute, 1250 g. In diesem Versuch kann auch eine 
mehr oder weniger starke Autolyse stattgefunden haben, da 
das Absaugen der Hefe nach dem Versetzen mit Kisessiy 
schwierig war und die Hefe einen verschmierten Eindruck 
machte. Mikroskopisch waren aber die Hefezellen normal. 

Wir haben dann von der Hefe 1 kg in der iiblichen Weise 
auf Porphyrin und Hamin verarbeitet. Eine erhebliche Por- 
phyrinvermehrung war eingetreten, spektroskopisch nahezu 
reines Koproporphyrin, und wir glaubten schon dem Beweis 
einer Sekundirsynthese des Koproporphyrins auf der Spur zu 
sein, die ja auf Grund unserer Konstitutionsermittlungen 
durchaus im Bereich der Méglichkeit liegt. Nur wenig Kopro- 
porphyrin-Ester konnte jedoch in krystallisiertem Zustand 
abgeschieden werden, so wenig, da8 von einer Vermehrung 
keine Rede sein kann. Man kénnte nun den Kinwand machen, 





1) Diese Zs. Bd. 149, S. 144 (1925). 
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daB das ungiinstige Resultat bedingt sei durch die mangelnde 
Autolyse. Wir haben deshalb 250 g der Hefe 8 Tage lang 
autolysiert und dann auf Koproporphyrin verarbeitet. Das 
Resultat war nicht giinstiger. Es gelang nicht einmal, den 
Koproester in einwandfrei krystallisiertem Zustand abzuscheiden ; 
mithin kann mit Sicherheit gesagt werden, daB unter den Be- 
dingungen dieser Ziichtung ein Ubergang von Blutfarbstoff in 
Koprohiimin in nachweisbarer Menge nicht stattgefunden haben 
kann trotz des dieser Deutung giinstigen spektroskopischen 
Befundes. — Dieses Beispiel zeigt wiederum, daB die spektro- 
skopische Beobachtung, so wertvoll sie auch als Leitfaden fiir solche 
Untersuchungen ist, fiir definitive Beweise nicht brauchbar ist. 


Es muB also noch ein oder gar mehrere Porphyrine geben, die mit 
Koproporphyrin spektroskopisch identisch bzw. sehr ahnlich sind. Himato- 
porphyrin, Mesoporphyrin u. andere, weiterhin wurde mit Lindner bei 
der sodaalkalischen Blutfaulnis ein Porphyrin beobachtet, das auch dem 
Koproporphyrin spektroskopisch iiberaus iihnlich ist. (Diese Zs. Bd. 150, 
S$. 90 u. 91, 1925.) Dieses haben wir neuerdings krystallisiert erhalten 
und festgestellt, daB& es von Himatoporphyrin sich prinzipiell unter- 
scheidet dadurech, daB beim Erhitzen im Hochvakuum es nicht in Oo- 
porphyrin verwandelbar ist. — In derselben Mitteilung hatten wir auch 
festgestellt, daB durch Alkohol-Schwefelsiiure Himoglobin so beeinfluBt 
wird, daf dabei nach der spektroskopischen Untersuchung nach Behandlung 
mit Hydrazin-Eisessig Himatoporphyrin entsteht. Denselben Versuch 
haben wir mit reinem Hiimin und Methylalkohol-Schwefelsiiure durch- 
gefiihrt und einen krystallisierten Ester erhalten mit einem stark ver- 
schobenen Hiimochromogenwert. Hier trat nun beim Erhitzen im Hoch- 
vakuum glatt Methylalkoholabspaltung ein, es resultierte Oohiimin- 
ester, der bis jetzt allerdings nur spektroskopisch durch das Himo- 
chromogenspektrum und Riickverwandlung in Ooporphyrin identifiziert 
wurde, Unter den gleichen Bedingungen wurde der bei der sodaalkalischen 
Fiulnis erhaltene krystallisierte komplexe EKisensalzester, der spektro- 
skopisch nahezu mit Koprohiminester iibereinstimmte, im Hochvakuum er- 
hitzt, hierbei resultierte jedoch kein Oohiiminester. Es ist also auch bei den 
komplexen Eisensalzen ein entscheidender Unterschied vorhanden. Die 
Reduktion mit Eisessig-Jodwasserstoff ergab kein Mesoporphyrin, Kis- 
essigbromwasserstoff kein Hiimatoporphyrin. Die Methoxylbestimmung 
des ,,Esters“ ergab Werte, die auf zwei Methoxyle am besten stimmten, 
jedenfalls nicht auf drei oder vier. Die Eisessig-Jodwasserstoffreaktion 
ergab Basen- und Siurefraktion und aus all diesen Ergebnissen geht 
jedenfalls einwandfrei hervor, daB dieser Kérper nicht in Beziehungen 
zum Koproporphyrin steht. — Die nihere Mitteilung der Versuche ver- 
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zogert sich dadurch, daB die Beschaffung des Materials schwierig ist. 
weil wir keine Riume zur Vertiigung haben, in denen in gréBerem Mal- 
stab bei erhéhter Temperatur Faulnisversuche ausgefiihrt werden kénnen 

Im selben Sinne spricht auch die Untersuchung des 
Hiiminithers in diesem Versuch. Dieser gab eindeutig Hamo- 
chromogenzahlen des normalen Hiimins; nach der Uberfithruns 
des Komplexsalzes in Porphyrin stellte sich jedoch heraus, dati 
spektroskopisch zwei Porphyrine vorhanden sind, die als 
Kaimmerers und Koproporphyrin spektroskopisch erkannt 
wurden. 

Noch eine wichtige Beobachtung haben wir bei diesem 
Versuch gemacht. Die mit Ejsessig extrahierte Hefe haben 
wir mit Wasser neutral gewaschen und dann noch sehr be- 
trichtliche Mengen Himin extrahieren kénnen, das sich jedoc! 
als fuBerst hinfallig erwies; schon nach mehreren Stunden 
hatte der Extrakt das Hamochromogen-Spektrum verloren und 
es war kein Porphyrin mehr daraus zu isolieren (spektro- 
skopischer Befund nicht erhebbar). Es wurde also auch hier 
wieder der schon mit Fink und besonders mit Lindner be- 
obachtete ,,Abbau‘ des Blutfarbstoffs festgestellt. Als weitere 
Schwierigkeit kommt hinzu, da’ urspriinglich die gesamten 
Karbstoffe als Leukoverbindungen enthalten waren. Primii 
war bei diesem Versuch Hefe und Bier nahezu farblos; jedoch: 
trat schnelles und intensives Nachdunkeln auf. 

Uberblickt man das Resultat dieser Versuche, so kommt 
man zu der SchluBfolgerung, daB das Koproporphyrin mit 
groBer Wahrscheinlichkeit in einer anderen Vorstufe in der 
kiiuflichen Hefe enthalten sein kann bzw. sein mub als Kopro- 
hamin (wenn man nicht die unwahrscheinliche Annahme 
machen will, daB beim Absterben sich als letzte LebensiiuBerung 
gewissermaBben mit Hilfe der in Freiheit gesetzten Enzyme 
die Koproporphyrinsynthese volizielt). Vielleicht ist diese Vor- 
stufe das Cytochrom; jedoch mii8te der Beweis datiir noch er- 
bracht werden. 

Zusammentassend halten wir es nach den vorliegenden 
Resultaten als das Walhrscheinlichste, dab tatsiichlich ein Dua- 
lismus des Blutfarbstoffs besteht, zwei selbstiindige Synthesen 
gehen nebeneinander, mit der Moditikation der alten Vorstellung 
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dahingehend, daB wahrscheinlich die Synthese des Koprohimins 
nicht durchgefiihrt wird. 

Gegen diese Theorie kinnte man nun die alten Versuche 
mit Fink anfiihren, in denen wir feststellten, daB bei Fort- 
ziichtung von 5 g kiuflicher Hefe lediglich Koproporphyrin 
entsteht. Wir haben damals die 5 g Hefe immer nach der 
Kisessig-Athermethode auf Porphyrin und Himin untersucht 
und hielten diese Methode fiir véllig einwandfrei. Nach Auf- 
findung des Oxydationskérpers in der Hefe, der das vorhandene 
Himin binnen kurzer Zeit vernichtet, ist die EKisessig-Ather- 
methode natiirlich fiir den Nachweis des Himins nicht ein- 
wandfrei; hier muB die Pyridin-Methode angewandt werden. 

In 5 g Brauerei- oder Brennereihefe ist nun regelmibig 
durch Extraktion mit Pyridin Hiimochromogen (557) durch 
spektroskopische Beobachtung feststellbar, wenn man sofort 
spektroskopiert. LaBt man die Lisung stehen, so beobachtet 
man von oben her Entfarbung des Pyridinextraktes und bereits 
nach einer Viertelstunde ist der Spektralbefund des Himo- 
chromogens verschwunden. Hiernach enthalten diese 5 g noch 
normalen Blutfarbstoff, allerdings nur in Spuren, aber wenn 
spiter dann ausschlieflich Koproporphyrin auffindbar ist, so 
kann man den Versuch in dem Sinne deuten, dab neben der 
Vermehrung des Koproporphyrins sekundiir Umbau des primiir 
entstehenden Kimmerer-Porphyrins erfolgt ist. Im Einklang 
damit steht dann auch eine cin einzigesmal mit Fink gemachte 
Beobachtung, wo wir in absolut porphyrinfreien Nahrbéden mit 
Aussaat von 5 g Brauereihefe Kaimmerer- Porphyrin be- 
obachteten (II. Mitteilung, diese Zs. Bd. 144, S. 116), wihrend 
in den iibrigen Versuchen dieses Porphyrin nicht nachweisbar 
war dann deshalb, weil es eben in den iibrigen Versuchen 
zu Koproporphyrin umgebaut und in dem einzigen Versuch 
diesem Schicksal entgangen wiire. Vom chemischen Standpunkt 
aus wire dies, wie friiher auseinandergesetzt, auf Grund unserer 
Konstitutionsermittlungen wohl denkbar; biologisch auf den ersten 
Blick auch. Bei der Reaktion handelt es sich um Carboxylierung 
und nachdem wir durch die Untersuchung von O. Neubauer 
und besonders Neuberg wissen, da in der Hefe Carboxylase 
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vorhanden ist, wire die Umkehr der Reaktion ein theoretisches 
Postulat. Beide Reaktionen sind aber nicht miteinander ver- 
gleichbar. Bei der Carboxylase handelt es sich um Decar- 
boxylierung von Ketonsiuren, hier um Anlagerung von Ameisen- 
siure und gleichzeitige Hydrierung. Carboxylierung ist bis 
' jetzt biologisch unseres Wissens nur in unseren eigenen Unter- 
| suchungen beim Ubergang von Kopro- in Uroporphyrin beobachtet. 
Dieser ProzeB ist aber wieder nicht vergleichbar mit dem 
Ubergang von Kiimmerer- in Koproporphyrin, sondern wire 
theoretisch zu vergleichen mit einem Ubergang von Atioporphyrin 
in Meso-, Kopro- oder Uroporphyrin, oder von Methan in Essigsiure. 

Nach Arbeitsresultaten mit Lindner, die hier bei unseren 
Versuchen wieder bestiitigt werden, zerstért nun Hefe auBer- 
ordentlich schnell Kisenkomplexsalz bzw. wandelt es dergestalt 
um, daf iiberhaupt kein Porphyrin mehr nachweisbar ist. So 
ist der Einwand nicht zu widerlegen, daB die Spuren von 
Himin, welche urspriinglich in den 5 g Hefe enthalten waren, 
bei der Fortziichtung bei erhéhter Temperatur vernichtet wurden. 
Natiirlich besteht auch die Méglichkeit, daB bei den 5 g Fort- 
ziichtungsversuchen neben der vermehrten Koproporphyrinmenge 
doch noch Kisenkomplexsalz vorhanden war, uns aber in Un- 
kenntnis der ,,Haiminoxydationsreaktion* entging. Mit der 
Wiederholung dieser Versuche sind wir beschiiftigt. 

Auf jeden Fall aber war die Koproporphyrinvermehrung 
so groB, daB an der primiren Synthese des Koproporphyrins 
an sich absolut kein Zweifel sein kann, ebensowenig wie bei 
den Ziichtungsversuchen mit Anamensishefe. 

Wir haben dann weiterhin schon friiher (Herr Piitzer 
hat diese Untersuchung ausgefiihrt) eine Reihe von Miinchener 
Bieren auf Porphyrin verarbeitet. RegelmiiBig war bei Ver- 
wendung von 1 Liter Bier Koproporphyrin spektroskopisch er- 
kannt worden. Protoporphyrin und Himin konnte nicht in 
allen Fallen festgestellt werden. 

Weizenmehl untersuchten wir auf Porphyrin nach der 
Kisessig-Athermethode und konnten in 500 g ein schwaches, 











''Anm. bei der Korrektur: Tatsiichlich war hierbei Himin 
nicht zum Verschwinden zu bringen. 
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aber deutliches Porphyrinspektrum beobachten, dessen Zahlen 
am ehesten auf Koproporphyrin stimmen. — Regenwiirmer 
haben wir der Autolyse unterworfen und darnach auf Kopro- 
porphyrin gefahndet. Die spektroskopischen Befunde beweisen, 
daB nicht Koproporphyrin vorliegen kann, dagegen offensichtlich 
der normale Blutfarbstoff. Pilze ergaben mit konz. Schwefel- 
siure auf Porphyrin verarbeitet nach dem spektroskopischen 
Befund Hiamatoporphyrin. Ob durch diese Untersuchung 
Blutfarbstoff in den Pilzen festgestellt ist, miissen wir dahin- 
gestellt sein lassen, da tierische Verunreinigungen, obwohl 
keine festgestellt werden konnten, natiirlich nicht mit Sicherheit 
ausgeschlossen werden kénnen — Tigerkot ergab Kimmerers 
und ,,Koproporphyrin“ spektroskopisch nebeneinander, wie nicht 
anders zuerwarten war. — Bei Ringelnattern fanden wir bei der Blut- 
untersuchung auch nur Anhaltspunkte fiir gewohnliches Hiimin. 

Nunmehr versuchten wir einen Zusammenhang zwischen 
normalem Bluttarbstoff und Koproporphyrin zu beweisen auf 
Grund der von Schumm zuerst festgestellten Tatsache, daB 
Fleischfiitterung beim Menschen eine Vermehrung des Kopro- 
porhphyrins im Harn bewirkt. Schumm deutete das Ergebnis 
seiner Versuche damit, daB der Blutfarbstoff es sei, der die 
Zunahme des Koproporphyrins bedinge, wogegen wir die Theorie 
aufstellten, da der Muskelfarbstoff die Ursache fiir die Ver- 
mehrung sei. — Wir haben deshalb Herrn Dr. Stern, dem 
wir fiir seine Hilfsbereitschaft zu groBem Dank verpflichtet 
sind, auf fleischlose Kost gesetzt, wobei wieder bestitigt wurde, 
daB der Porphyringehalt des Harns gewaltig heruntergeht, aber 
nicht verschwindet. Chlorophyllnahrung wurde  vermieden. 
Dies sté8t in Miinchen auf keine Schwierigkeiten. Dagegen 
wurden natiirlich hauptsiichlich Mehlspeisen verzehrt, jedoch 
war die Kost eine annihrend konstante. Nachdem wir nun 
auch im Mehl Porphyrin nachgewiesen haben, existiert eine 
absolut einwandfreie Kost fiir solche Versuche tiberhaupt nicht. 
Ks muB darauf hingewiesen werden, daB es sich aber hier 
immer nur um Differenzbestimmungen handelt, ob der Kopro- 
porphyringehalt vermehrt auftritt oder nicht. Allerdings kénnte 
man jetzt bezweifeln, ob die geringe Menge von Koproporphyrin 
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im Vegetarianerharn tiberhaupt physiologisch ist und nicht etwa 
unvermeidbar infolge der Art der Ernahrung ist. Nachden 
die Hefe Koproporphyrin erzeugt, kénnte man auch wohl das- 
selbe den Darmbakterien zumuten und immerhin dariber 
diskutieren, ob die gesamten Porphyrinunterschiede im Harn 
. nicht bedingt sind durch Anderung in der Bakterienflora. 
Solche Einwiinde lassen sich kaum entkraften (Hungerkiinstler- 
untersuchungen), jedoch muB darauf hingewiesen werden, dati 
wenn man physiologischerweise') das Auftreten von Kopro- 
porphyrin im Harn und Kot leugnet, man dann in grobe 
Schwierigkeiten kommt in bezug auf die Erklirung der Kopro- 
bzw. Uroporphyrien. Der Porphyringehalt des Harns sank 
dann auf das von uns festgestellte Minimum, Porphyrin war 
aber immer noch nachweisbar. Auf Einnahme von rohem 
| Fleisch, Blutwurst, Lunge, Milch, tiglich 250 g, konnte stets 
eindeutig eine Vermehrung des Porphyrins beobachtet werden. 
Nach Aussetzen dieser Zulage erfolgte immer wieder ein Riick- 
gang des Porphyrins. Gemessen wurde das Porphyrin in 
5°/,iger Salzsiure, in Ather und in 25°/,iger Salzsiure. Ab- 
weichungen im spektroskopischen Befund ergaben sich beim Harn 
in diesen Versuchen niemals und wir sehen deshalb von der 
Wiedergabe der entsprechenden Versuchsprotokolle ab, da es 
nur eine stiindige Wiederholung derselben Zahlen wire. 

Bei Einnahme von 10 ccm Blut nun war an den erster 
beiden Tagen eine deutliche Vermehrung nicht nachweisbar; 
erst vom dritten Tag ab wurde die Vermehrung iiberzeugend 
und dieses Versuchsresultat konnte nun gedeutet werden in dem 
Sinne, da8B der Blutfarbstoff das Ausgangsmaterial gibt fiir das 
Koproporphyrin, natiirlich in der Voraussetzung, daB es sich 
wirklich um Koproporphyrin handelt. Der exakte Nachweis 
durch Krystallisation aus Vegetarianerharn steht ja noch aus, 
wihrend aus Vegetarianerkot wir das Koproporphyrin krystalli- 
siert erhalten haben.?) DaB es wahrscheinlich nicht der Blut- 
farbstoff ist, der hierbei die Vermehrung macht, haben wir 




















") Im Mekonium hat iibrigens Schumm [Diese Zs. Bd. 126, 8. 172 
(1923)| spektroskopisch Koproporphyrin nachgewiesen. 
”) Diese Zs. Bd. 130, S. 307 (1923) und Bd. 135, S. 290 (1924). 
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dann weiter bewiesen durch Eingabe von Serum. Serum ver- 
hielt sich ganz genau so wie Blut und damit ist eine indirekte 
Bestitigung geliefert fiir das Vorkommen von Koproporphyrin im 
Serum. Wir haben dann weiterhin Koproporphyrin und zwar 
90 mg Herrn Dr. Stern eingegeben. Ks hat sich herausgestellt, 
daB am ersten Tag nur eine schwache Vermehrung auftrat, am 
zweiten Tag wurde die Vermehrung dann maximal, am dritten 
und vierten Tag noch deutlich vermehrt, vom fiinften Tag ab 
erfolgte dann wieder der Abfall auf das normale. Zulage von 
1 mg Koproporphyrin tiglich durch fiinf Tage hintereinander 
ergab dasselbe Resultat, vom zweiten Tag ab war die Ver- 
mehrung intensiv. — Diese Versuche haben wir deshalb ange- 
setzt, um zu sehen, ob etwa gebildetes Koproporphyrin zunichst 
aufgestapelt wiirde und dann erst allmahlich zur Ausscheidung 
gelange. Dies ist aber offenbar nicht der Fall. Wenn einiger- 
maBen betrichtliche Mengen von Koproporphyrin vorhanden 
sind, gelangen sie sichtlich sofort zur Ausscheidung. — Durch 
Kingabe von 300 g Spinat taglich ergab sich intensivste Ver- 
mehrung des Porphyrins in Bestiatigung der Versuchsresultate 
aus dem Asherschen Laboratorium. Dort hat Joshitaka 
Kitahara?) einen Farbstoff im Harn beobachtet, den er als 
Porphyrin ansieht. In der Arbeit ist nichts iiber eine spektro- 
skopische Untersuchung angegeben zur eindeutigen Identifizie- 
rung. Dies ist hier auch deshalb besonders notwendig, weil 
nach Chlorphylleingabe — iibrigens auch bei den Girversuchen — 
oft von uns rote KF arbstofie beobachtet wurden, die nicht Por- 
phyrine sind. 

Es wird von Interesse sein, im nachsten Sommer Spinat 
einer eingehenden chemischen Untersuchung zu unterziehen. 

Endlich lieBen wir zehn Stiick menschliche Lungen fast ein 
Jahr lang faulen und verarbeiteten dann auf Koproporphyrin 
durch AufschluB des ,,Himins* mit konz. Schwefelsiiure. 
Trotz auBerordentlicher Sorgfalt gelang es nicht, krystallisiertes 
Koproporphyrin zur Abscheidung zu bringen, nur amorphes 
Porphyrin mit spektroskopischen Werten des Hiimato- bzw. Kopro- 
porphyrins, das wir in den Ester iiberfiihrten. Der Ester, der nicht 
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') Biochem. Zs. Bd. 150, I. und IT. Heft (1925). 
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krystallisierte, enthielt 9,86 °/, Methoxyl, mithin kann kein Kopro- 
porphyrin vorgelegen haben. Wir glauben, daf am ehesten die 
Frage, ob Blutfarbstoff bzw. Ooporphyrin in Koproporpbyrin 
iibergehen kann, durch intravenése Tierversuche und Giirver- 
suche mit diesem Porphyrin entschieden werden kann. 

Endlich fiihren wir noch eine Reihe von Versuchsresu!- 
taten von Harn und Kot und Knochenmark von perniziésey 
Animien an, bei denen meist Koproporphyrin im Harn uni 
Kot vermehrt auftrat. 


Versuche.') 


Verarbeitung von 5 kg Brauereihefe in frischem Zustand. 


5 kg frische Brauereihefe wurden mit Eisessig iibergosseu 
und etwa 4 Tage stehen gelassen. Die Aufarbeitung erfolzte 
nach der Kisessig—Athermethode. Der 5°/, ige Salzsiureextrakt 
war deutlich violett gefairbt und zeigt folgendes Spektrum: 

I, 594,2—587,0 (schwach, aber deutlich); Il. 575,5—568,9 (iuBerst 

590,8 572,2 
schwach); III. 554,83—541,2; Endabsorption 434,8. 
548,0 
In Ather erscheint folgender Streifen: 











I. 625,7—620,7 (stark); die tibrigen Streifen liegen normal. 
623,2 
Nach wiederholtem Reinigen wurde der Ather abgedamp!' 
und verestert. Die Chloroformlésung des Esters ergibt folgen- 
den spektroskopischen Befund: 
I. 625,2—618,8 (stark); Endabsorption 448,2. 
622,0 
Der Ester konnte krystallisiert in Nadelform erhalten 
werden. Die Ausbeute an Ester war aber so gering, daB kein 
Schmelzpunkt genommen werden konnte. 
Der Hiiminither war hellgelb gefirbt; er wurde zur 
Trockne abgedampft, eine Probe mit Pyridin aufgenommen 
und spektroskopisch untersucht. 











1) Wenn bei den Versuchen nichts besonderes bemerkt wird, s0 
sind diese von Herrn Hilmer ausgefiihrt, diejenigen der Herren Lind- 
ner und Piitzer sind mit den entsprechenden Namen bezeichnet. 
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1. Konzentrierte Lésung: 


568,7—558,6; Endabsorption ab 536,1. 
563,6 





Il. Verdiinnte Lésung: 


568,2—560,6;  538,8—522,5; Endabsorption ab 501,0. 





564,4 530,6 
Auf Hydrazinzusatz: 


568,5—558,5 . 





563,5 
Die Nachmessung der konzentrierten Lésung mit Hydrazin 
veigt nach 5 Stunden einen deutlichen Streifen von: 


570,5—558,2. 





564,2 
Mit Eisessig—Hydrazin behandelt und in Ather hinein- 


setrieben, zeigt sich ein tiuBerst schwaches Koprospektrum: 
Ather: 


I. 625,6—621,4. 





623,95 
Auch die iibrigen Streiten stimmen auf Koproporphyrin. 
Von allen Streifen war der Koprostreifen noch am scbiirfsten. 


592,7—588,3 (sehr schwach); ein weiterer Streifen 
590,5 
954,9—542,5 (deutlich); Endabsorption 437,2. 
548,7 


liegt bei 








10¢ des mit Hisessig extrahierten Heferiickstandes wurden 
mit Pyridin verrieben, abgesaugt und gemessen, die Pyridin- 
ljsung war farblos und zeigte keinerlei Absorptionsstreifen. 


Verarbeitung von Rittsteig-PreBhefe. 


41/, kg Rittsteig-Hete wurden bis zur Vertliissigung bei 

D0° autolysiert. Nach eingetretener Veriliissigung wurde die 

emperatur auf 37° herabgesetzt und dann zu dem Ansatz in 

) Portionen insgesamt 50 ccm Blut (das mit Kohlensiéure ge- 

siittigt war) zugesetzt. Kin Kilo wurde aus diesem Ansatz 

entnommen und nach der Kisessig—Athermethode weiter ver- 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f, physiol. Chemie. CLIII. 13 








wants’ 








184 Hans Fischer und Hans Hilmer, 


arbeitet. Der Hisessigextrakt wurde im Vakuum konzentrier‘ 
mit Ather aufgenommen, der Ather war rotbraun gefarbt unc 
wurde nach griindlichem Auswaschen mit 5°/, iger Salzsiur: 
extrahiert. 


5°/,ige Salzsiure: 











I, 604,6—589,4 (stark); II. (578,7—) 564,1—540,0 (intensiv); End 
597,0 552,0 
absorption 456,1. 
Ather: 





I. 635,6—630,6 (stark); Ll. 625,7—621,5 (schwach, aber deutlich 
633,1 623,6 








Die ibrigen Streifen stimmen mit einem typischen Kimmererporphyrin 
spektrum iiberein. Endabsorption 450,9. 

Das Kopro-Kiimmerergemisch in Ather wurde mit n/10- 
NaOH, der etwas 10°/, ige NaOH zugesetzt wurde, ausgeschiittelt. 
einige Zeit stehen gelassen und sowohl das als Natronsalz ab- 
geschiedene Kiimmererporphyrin als auch das Koproporphyrin 
verestert. Das Kimmererporphyrin zeigte nach der Veresterung 
in Chloroform ein Spektrum mit den nachfolgenden Werten 


I. 630,3—620,5 (deutlich); I]. 605,5—598,0 (iiuBerst schwach): 

















625.4 601,7 
III. 581,2—565,0 (deutlich, aber unscharf); IV. 540,7—529,8 (stark : 
973, 1 . 535.2 
V. 510,7—491,3 (stark); Endabsorption 471,0. 
501,0 


Das Koproporphyrin in Ather zeigt folgendes Spektrum: 


























I. 634,3—630,1 (duBerst schwach); II. 625,2—620,6 (stark 
632,2 622,9 
III. 600,4—594,5 (kaum mebBbar); IV. 581,1—572,7 (deutlich): 
597,4 576,9 
V. 570,8—566,2 (deutlich); VI. 561,5—557,1 (kaum meBbar); VII. nach 
568,5 559,3 
Vorbeschattung 536,7—523,4 (stark); VIII. 509,3—485,0 (intensiv). Ku 
530,0 497,1 


iuBerst schwacher Streifen liegt noch im Violett bei etwa 467 (Maxi- 
mum). Endabsorption 443,2. 

















— 
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Nach Veresterung zeigt das Koproporphyrin in Chloro- 
‘orm folgenden Wert: 
624,3—618,6 . 
621,4 
Auch die iibrigen Streifen wurden gemessen und stimmen 
mit den Werten des Koproporphyrins in Chloroform vdllig 





iiberein. 

Die Menge des Koproporphyrins in Chloroform war so 
cering, daB keine Krystallisation erzielt werden konnte. 

Kine Probe des Himiniithers wurde abgedampft und mit 
Pyridin aufgenommen. 


Ein intensiver Streifen liegt bei 563,9—549,4. Kin zweiter bei 





556,6 
522.5 (Maximum). 
Aut Zusatz von Hydrazin: 
[. 562,5—551,8; I]. 529,7—516,5. Eine verdiinnte Probe zeigt 








557,1 523,1 
ein Spektrum bei 562,0—550,0 (stark); [1]. 531,83—516,5. Eine Probe 








556,0 523.9 


des Haminithers zeigt folgendes Spektrum: 545,4--532,1 (sechwach): 





538,7 
ab 510 Endabsorption. 

Der Hiiminaither wurde nach dem Abdampfen zur Trockne 
mit Kisessig—Hydrazin weiter behandelt. Es erscheint aber 
kein sekundiires Porphyrin. Der Himinither, der nach der 
obigen Verarbeitung resultierte, war blutrot getiirbt und wurde 
spektroskopisch untersucht: keinerlei Absorptionstreifen sind 
sichtbar. 


Aufarbeitung des Bierwiirze—Hefeansatzes. 

20 Liter Bierwiirze wurden mit 1 kg Rittsteig-Hefe, die 
in 10,8 Liter Wasser angeriihrt wurde, versetzt und der Girung 
liberlassen. Diesem Ansatz wurden noch 50 ccm Blut zu- 
gegeben. Die Girung setzt alsbald stiirmisch ein und dauert 
etwa 11 Stunden intensiy an. 

Nach mehrtigigem Stehen war die Giirung im wesentlichen 
beendet und es wurde filtriert; das Filtrat zeigt hellgelbe 


Harbe, wihrend die auf dem Filter zuriickbleibende Hefe rosa- 
13* 


& 
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rot gefirbt war. Die mikroskopische Untersuchung der Hei: 
liefert ein Bild von normalen einheitlichen Zellen. Spiiter 
nahm das hellgelbe Filtrat ebenfalls eine dunkle Farbe ai. 
Getrocknete Hefe farbte sich an der Oberflaiche intensiv roi, 
wihrenddem die inneren Anteile eine grauweiBe Farbe zeigten. 
Kine Probe wurde mit Kisessig—Ather behandelt, der Athe, 
war deutlich rot, aber kein Spektrum zu sehen. Nachden 
der Ather etwas konzentriert wurde, waren deutlich Streifer 
erkennbar. 

Mit Pyridin aufgenommen und gemessen erscheint e 
sehr deutliches Hiimochromogenspektrum: 

I, 561,2—552,0 (stark); II. 529,7—517,9; Endabsorption 444,4. 

556,6 523,8 

Die Verarbeitung dieser kleinen Probe auf sekundiires 
Porphyrin verlief negativ. 

1 kg dieser Hefe wurde mit 1100 ccm Eisessig mehrere 
Stunden geschiittelt und dann noch eine Nacht stehen gelassen, 
Tags darauf wurde abgesaugt, mit Eisessig nachgewaschen, 
wibrend des Absaugens fiel das Nachdunkeln des Wasch-Kis- 
essigs auf (schokoladebraun), wiihrend das Filtrat in dickere: 
Schicht bierbraun erscheint. Das Filtrat wurde nach de 
Kisessig—Athermethode aufgearbeitet und der Ather mi 
5°/,iger Salzsiure extrahiert. 

5°/,ige Salzsiiure: 

Der erste Streifen liegt bei 593,8—588,0 (schwach, aber deutlich : 














590,9 
ein weiterer starker Streifen liegt bei 554,4—541,2; Endabsorption 420," 
547,8 


In Ather erscheint ein deutliches Doppelspektrum: 
Der schwache Kimmererstreifen liegt bei 635,3—630,7 ; 
633,0 
Il. 625,6—621,4 (stark); die itibrigen Streifen liegen dhnlich wie bei 
623,5 
solehen Kopro-Kiimmerergemischen. 








Die itherische Lésung dieses Porphyrins wurde m 
n/10-NaOH und 10°/,iger NaOH ausgeschiittelt, zur quanti- 
tativen Trennung einige Zeit stehen gelassen, dann vom Natron- 
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salz filtriert und jeder Teil fiir sich verarbeitet. Das Kopro- 
porphyrin, das im Filrat enthalten war, wurde wieder in Ather 
hineingetrieben, nach hiufigem Auswaschen wurde der Ather 
abgedampft bis auf ein kleines Volumen und dann stehen ge- 
lassen. Das freie Koproporphyrin schied sich in krystallinem 
Zustand an den Wandungen des Reagensglases ab. SchlieBlich 
wurde es mit Methylalkohol—Chlorwasserstoff auf Ester ver- 
arbeitet. Nach langerem Stehen schlug die anfangs violette 
Karbe des Methylalkohol—Chlorwasserstofis in Griin um und 
zeigte beim Messen folgendes Spektrum: 


I. 599,0—591,2; Il. 558,0—544,8: die diffuse Beschattung in 
595,1 551,4 

Gelbgriin wurde nicht gemessen. Die Endabsorption beginnt ab 469,7, 

méglicherweise liegt auch hier noch ein Streifen von 469,7—443,0 vor, 











456.3 
jedoch ist eine tiberzeugende Aufhellung gegen die Endabsorption nicht 
zu erkennen. 


Kin zweiter Beobachter liest folgende Werte ab: 
I. 599,2—591,4; Il. 578,3—570,6; If]. 558,8—545,0 (stark); ein 
595,38 574,4 551,9 
intensiver Streifen liegt noch bei 469,7—453,0; dann folgt noch geringe 


461,3 
A\ufhellung bis 438,1, wo die Endabsorption begimnt. 














Der Koproester zeigt im Chloroform die angegebenen Ab- 
sorptionslinien: 
624,3—619,0. 
621,6 





Auch die iibrigen Werte stehen im Einklang mit den 
Koproporphyrinwerten in Chloroform, wie die Messung ergeben 
hat. Der Ester krystallisierte in Nadelbiischeln. 

Das Natriumsalz des Kimmererporphyrins, das sich beim 
Ausziehen mit NaOH abgeschieden hat, wurde in 5°/, iger 
Salzsiure gemessen: 


I. Streifen liegt bei 603,3—595,5; ein weiterer deutlicher Streifen 
599,4 
liegt bei 562,2—547,5. Kin Streifen im Griin wurde nicht gemessen. 
554,8 








eI 
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Im Ather erscheint der erste Streifen bei: 
628,4—624,2 . 
626,3 
Die iibrigen Streifen liegen auch verschoben, ihnlich wie be: 
Kammererporphyrin, das bereits in Hiimatoporphyrin iibergeht 

Kine abgedampfte Probe des Himinathers wurde mit 
Pyridin aufgenommen und spektroskopiert; es war ein deut- 
liches Himochromogenspektrum zu sehen mit den folgende: 
Werten: 

564,5—548,9; 545,4—512,0. 

556,7 528,7 

Die Pyridinlésung war stark rot gefirbt und wurde nacl. 
dem Abdampfen mit Eisessig—Hydrazin behandelt und au: 
sekundires Porphyrin verarbeitet. Der Ather zeigt folgendes 
Spektrum: 

635,0—628,3; 627,8—623,4. 

631,6 625,6 

Hs ist ein schwaches, aber deutliches Doppelspektrum vor. 
handen. Ob der zweite Streifen durch Koproporphyrin bedingt 
ist, laBt sich natiirlich nicht behaupten, um so mehr, als die 
Zahlen nicht mit dem Koproporphyrin iibereinstimmen. Das 
gleiche Bild ergab die Verarbeitung des Gesamthiminithers. 
Ks war aber so wenig Porphyrin vorhanden, dab ein Krystalli- 
sationsversuch aussichtslos war. 

Kin Teil der mit Eisessig extrahierten Hefe wurde mit 
Wasser ausgewaschen und nach festem Absaugen mit Pyridin 
geschiittelt; die Pyridinlésung firbte sich intensiv hellbraun 
und zeigte ein scharfes Hiimochromogenspektrum. 














Gegen Rot Abgrenzung bei 659,6; eine schwache Beschattung in 
Gelb, jedoch kein deutlicher Streifen; deutliche Streifen liegen bei 
561,2—553,6; 536,0—522,2; Endabsorption ab 449,1. 


557,4 529,1 





Kine Probe dieses Pyridinextraktes wurde auf sekundiires 
Porphyrin verarbeitet, nachdem der Auszug eine Nacht ge- 
standen war und eine griine Fiirbung angenommen hatte. Das 
Spektrum dieser griinen Pyridinlisung zeigte folgende Ab- 
sorptionsstreifen: 
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I. 586,7—576,6 ; Il. 561,0—553,0 ; Ill. 5387,2—526,2 
581,6 557,0 531,7 
[V. 503,9—491,4. 
497,6 


Das sekundire Porphyrin im Ather war nicht zu erkennen. 
Mit der gleichen Hefe wurde derselbe Versuch wiederholt und 
zwar in der Weise, daB die Hefe nur etliche Minuten mit 
Pyridin durchgeschiittelt wurde. Daraufhin wurde scharf ab- 
cesaugt und sofort gemessen. Die Pyridinlésung war hellrot 
cefirbt und zeigt folgende Absorptionslinien: 


I. 588,9—576,9. (sehr schwach): I]. 562,0—551,3 (intensiv): 








582,9 556,6 
7 


lll. 532,.3—517,2 (sechwach und verwaschen): IV. 496,1—480.8: End 








524.7 488.4 
absorption 445,83. 

Der Pyridinextrakt wurde im Vakuum abgedampit, mut 
Kisessig—Hydrazin 1 Stunde stehen gelassen; im Ather erschien 
dann ein deutliches Doppelspektrum mit den nachstehenden 
Werten: 

635,7—628,2 (deutlich); 625,6—621,1 (‘iuBerst schwach); auch die 

631,9 623.3 
iibrigen Zahlen stimmen auf cin Kopro-Kiimmerergemisch: [Eudabsorp 
tion 474,6. 








Verarbeitung einer Probe des nachgedunkelten Hefefiltrates. 

1 Liter wurde auf etwa 180 ccm im Vakuum abgedampit 
und nach der Kisessig-Athermethode verarbeitet. Nach dem 
Ausschiitteln mit Ather fiirbte sich dieser kaum, wihrend de: 
essigsaure Teil eine intensiv blaurote Farbe annahm. Naci 
dem EKinengen zeigt der Ather ein ‘iuBerst schwaches Spektrum. 
dessen eben noch erkennbarer Koprostreifen bei 

623,5—621,7 


623.6 





liegt; ein Kimmererstreifen ist nicht mit Sicherheit feststell- 
bar. Die iibrigen fuBerst schwachen Streifen stimmen auf 
Koproporphyrin. 

5 g dieser aus dem Girversuch gewonnenen Hefe wurden 
mit Pyridin geschiittelt. 





REEDED EE 
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Die konzentrierte rote Pyridinlésung zeigt einen Wert |); 
564,1—548,1; der zweite Streifen liegt bei 531,2—517,2; ein andere 

556,1 524,2 
Streifen liegt bel 587,8—5%7,3 . 

582,5 

Nach 38 Stunden etwa nahm die urspriinglich hellrote 
Pyridinlésung eine intensiv griine Farbung an und zeigt bei 
der spektroskopischen Untersuchung einen starken Streifen }e 











537,5—527,9 (stark); ein schwacher Streifen liegt noch bei 508,0—486,1. 
532,7 497 








Verarbeitung von 1 Pfund Rittsteig-Hefe nach Plasmolyse. 


1 Pfund Rittsteig-Hefe wurde mit 30 g Kochsalz durchi- 
geknetet, nach wenigen Minuten trat Plasmolyse ein. Durch 
die sich hierbei bildende fliissige Masse wurde etwa 1 Stunde 
Sauerstoff hindurchgeleitet und dann portionsweise insgesaui' 
500 ccm Eisessig zugesetzt. 

Die Aufarbeitung erfolgt in der iiblichen Weise. Der 
Ather war gelb gefarbt, aber auch nicht intensiver als bei 
anderen Versuchen mit frischer Hefe ohne Sauerstoff. 

In 5°/, iger Salzsiiure zeigt sich ein schwaches aber deut- 
liches Spektrum, von dem nur nachstehende Streifen gemesser 
wurden: 

TI. 594,0—587,2; Il. 556,1—542,3; Kndabsorption 426,0. 

70,6 549,2 








Der Salzsiiureauszug wurde essigsauer gemacht und mit 
Ather ausgeschiittelt. Der Ather war schwach rétlich gefirbt 
und zeigt ein deutliches Doppelspektrum, bei dem der Kopro- 
streifen domuiniert. 

I, 635,0—629,7 (schwach aber deutlich); II. 625,6—621,7; di 

632,3 623,6 
iibrigen Streifen stimmen ebenfalls auf ein Kopro-Kimmerergemisch. 








Der nach dem Auszug mit Salzsiure zuriickgebliebene 
Haminiither war gelb gefirbt und wurde auf sekundires Por- 
phyrin verarbeitet. Im Ather scheint ein schwacher Kimmerer- 
streifen zu sein, doch ist er nicht mehr meBbar. Auch dic 
iibrigen Streifen sind kaum mehr ablesbar. 
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Versuch mit 250 g autolysierter Bierhefe. 
(Vom Versuch S. 1.85) 


Insgesamt wurden 250 g dieser rétlich gefirbten Hefe 
8 Tage der Autolyse unterworfen. Es trat bereits nach etwa 
'/, Tage Verfliissigung ein; das Autolysat war auch rotlich ge- 
firbt. An den Randern setzten sich Krusten an, die einen 
braunroten Farbton hatten. Der Gesamtansatz wurde mit 
600 ccm Eisessig '/, Tag geschiittelt, dann abgesaugt und 
nach der Kisessig—Athermethode weiter verarbeitet. Das essig- 
saure Filtrat war rotbraun gefirbt. Nach dem Ausiithern und 
Kntmischen mit Wasser firbte sich der Ather rotbraun, wihrend 
die essigsaure untere Schicht hellgelb gefirbt war. Der Ather 
wurde bis zur Farblosigkeit des Waschwassers ausgewaschen 
und dann mit 5°/,iger Salzsiure extrahiert. Dieser 5°/, ige 
Salzsiiureextrakt war stark violett gefiirbt und zeigte folgendes 
spektroskopische Bild: 


Der |. Streifen liegt bei 593,7, Il. bei 573,9 und III. bei 549,38. 
Intensitit der Streifen III, I, I]. Endabsorption 420. 


Dieser spektroskopische Befund spricht fiir ein Kimmerer- 
Koproporphyringemisch. Der Salzsiiureextrakt wurde mit Na- 
Acetat essigsauer gemacht und mit Ather ausgeschiittelt. Im 
Ather ist folgendes Absorptionsspektrum erkennbar: 

Sehr deutliches Doppelspektrum, der Kiimmererstreifen ist noch 
um ein geringes deutlicher als der Koprostreifen. 635,0—629,7 ; 

632,3 
625,5—621,7. Die iibrigen Streifen haben folgende Mittelwerte: III. 576,3, 

623,6 

[V. 568,5; V. 532,5; VI. 499,6; VII. (471,87); Endabsorption 440,2. 








Der atherische Extrakt wurde mit n/10-NaOH, der etwas 
10°), ige NaOH zugesetzt wurde, extrahiert und iiber Nacht 
stehen gelassen, um das Kiimmererporphyrin quantitativ als 
Natronsalz auszufillen. Dann wurde abfiltriert und sowohl 
das auf dem Filter zuriickgebliebene Natronsalz des Kimmerer- 
porphyrins als auch das im Filtrat enthaltene Koproporphyrin 
getrennt verarbeitet. Das Natriumsalz des Kiammererporphyrins 


: 
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wurde in Essigsiiure gelést und mit Ather ausgeschiittelt. In, 
Ather liegen die Absorptionsstreifen bei: 
655,0—642,8 (schwach); 635,0—629,6 (deutlich); 

648,9 632.3. 








die iibrigen Streifen haben die fir das Kimmererporphyriy 
typische Lage, Das alkalische Filtrat, das Koproporphyrin 
enthielt, wurde mit Essigsiiure angesiiuert und mit Ather aus. 
geschiittelt, das atherische Spektrum dieses Porphyrins lieg: 
bei 623. Auch die iibrigen Werte stimmen mit einem reine: 
Koproporphyrinspektrum iiberein. Nach dem  Auswaschei 
wurden die iitherischen Extrakte bis zur Verdunstung des 
Athers stehen gelassen. Aber weder freies Koproporphyri: 
noch Kiimmererporphyrin konnte im krystallisierten Zustand: 
erhalten werden. Es wurden deshalb beide Porphyrine mit 
Methylalkohol-HCl verestert. Der Chloroformextrakt des ver- 
esterten Kimmererporphyrins zeigt folgende Streitfen: 

I. 625,838; II. 582,0 (mit Nachbeschattung 569,1); ILI. 533.6: 
iV. 499,9; Endabsorption 463,6. 

Nach diesem spektroskopischen Befund legt wohl Himato- 
porphyrin vor. ‘Trotz wiederholtem Reinigen und Umkrystalli- 
sieren wurde es immer wieder in amorpher Form erhalten 
Auch der Koproester krystallisierte nicht in wohlausgebildete: 
Krystallform. 

Kine Probe des rotbraun gefiirbten, mit Salzsiiure er- 
schépfend extrahierten Hiiminithers wurde konzentriert und 
gemessen. Im Rot liegt ein intensiver, an den Kanten ver- 
waschener Streifen bei: 


656,1—625,0; (iuBerst schwache Nachbeschattung bis etwa 614,1); cin 














640,5 
iiuBerst lianas Streifen liegt bei 591,1—579,1; ein weiterer Streifen 
585,1 
beginnt intensiv bei 557,7—533,5; ferner liegt ein Streifen be! 
545,6 
515,3—495,9 ; Kndabsorption ab 466,7. 
505,6 


Eine Probe des Hiiminithers wurde abgedampft und mit 
Pyridin aufgenommen. Die Pyridinlésung war stark hellrot 
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cefirbt. Kine Probe davon wurde verdiinnt und spektro- 
skopisch untersucht. Dabei zeigt sich ein intensives Hiimo- 
chromogenspektrum mit den folgenden Mittelwerten: 

I. 556,4; Il. 523,0; die Endabsorption beginnt ab 493. 

Nun wurde der gesamte Himinither im Vakuum ab- 
cedampft und mit Kisessig—Hydrazin auf sekundires Porphyrin 
verarbeitet. Dabei war spektroskopisch nur ein Kiimmerer- 
streifen bei 632 erkennbar. 


Verarbeitung einer Hefereinxultur. 
Die ,Saccharomyces anamensis-Kultur stammte aus dem 
Girungschemischen Laboratorium der Technischen Hochschule 
Miinchen und wurde auf folgende Weise geziichtet. Hin Liter 


der Nihrlésung enthielt auf einen Liter Leitungswasser: 


Anfanglich: Spiter: 
100 g Rohrzucker 100 ¢ Rohrzucker 
3—5 g Asparagin | g Harnstott 
1 g prim. Calciumphosphat 1 g sek. Kaliumphosphat 
0,5 ¢ Gips 0,5 g Magnesiumsulfat 


10g der obigen Reinkultur wurden nach Keilins-Vorsclhritt 
mit 10°/, NaOH ausgezogen. Im Laugenextrakt konnte kein 
Cytochromspektrum festgestellt werden, auch nicht au! Zusatz 
von Hydrosulfit. In Ubereinstimmung mit diesem Befund 
wurde noch eine Probe mit Pyridin wie folgt auf Himochro- 
mogen verarbeitet: 4 g Saccharomyces anamensis wurden 
scharf abgesaugt, mit Pyridin extrahiert und gemessen. Die 
Pyridinlésung war rot gefiirbt und zeigt folgenden Befund: 
Sehr triib, Streifen von 623,9—616,8 ; im Griin diffuse Beschattung 
620,3 
Von 568,4—559,2 ; dann intensive Beschattung ab 540,9, die sich gegen 
563.8 
die Endabsorption nicht mehr scharf abgrenzen 1ibt. 








Auf Zusatz von Hydrazin fallen Schmieren aus, doch bleibt 
der Streifen im Rot deutlich bestehen. Die rechte Seite in 
(riin ist vollstiindig absorbiert. 


Endabsorption 568.0. Nachmessung 623,5—617,6. 





620,5 
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Nach '/, Stunde etwa hat sich die Triibung abgesetzt und 
eine klare rote Lésung gebildet. Das Spektrum ist unverindert, 
es zeigt einen Wert von: 


624,1—617,7. Die Endabsorption beginnt schwach bei 581) 4 
620,9 
intensiv ab 568,3. 





Die Pyridinlésung wurde mit Kisessig angesiuert und mit 
Ather ausgeschiittelt. Es erschien dabei folgendes Spektrum: 


626,1—621,5 (sehr deutlich). Die Mittelwerte der iibrigen Streifen 
623,8 
liegen bei II. 598,1; III. 578,7; IV. 568,38; V. 559,8; VI. 530, 
VII. 498,4. Endabsorption 483. 





Koproporphyrin in Pyridin gibt folgende Werte: 




















I. 625,8—619,7 ; II. 598,6—594,0 ; IIT. 582,3—573,0: 
622,17 596,3 57,7 
IV. 570,0—565,2; V. 538,6—525,3; VI. 512,0—488,2; — End 
56,6 532,0 497.6 


absorption 440,0. 


Reihenfolge der Intensitiit: VI, V, 1, IV, UI, HW. Wenn 
die in obigem Versuch angegebenen Zahlen nicht genau mit 
Koproporphyrin iibereinstimmen, so ist doch durch friihere Ver- 
suche mit Fink durch Krystallisation des Porphyrins aus ..ana- 
mensis“ der einwandfreie Beweis fiir das Koproporphyrin ge- 
liefert. 


Das essigsaure Waschwasser aus dem vorhergehenden 
Versuch wurde im Vakuum abgedampft und mit Pyridin aui- 
genommen. Ks war kein Himochromogenspektrum zu sehei. 
Die Pyridinlésung wurde wieder im Vakuum abgedampft, der 
Riickstand mit Eisessig—Hydrazin versetzt, einige Zeit steheu 
selassen und dann mit Ather aufgenommen, In Ather zeizt 
sich kein meBbares Spektrum. 


Unter dem Mikroskop betrachtet erschien die Kultur in 
normalen einheitlichen Zellen. 


Alle Mutterlaugen der abgeheberten .,Anamensis“-Kulture: 
wurden unter Zusatz von Eisen, Rohrzucker, sekundirem Kalium- 








¥ 
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phosphat und Magnesiumsulft wie oben weiter geziichtet und 
im ganzen 17 g Hefe erhalten. Diese Hefe gibt ein eindeutiges 
Cytochrom- und Hiamochromogenspektrum (557). Bei der 
direkten Verarbeitung mit Kisessig—A ther war in Ather ein 
schwaches Porphyrinspektrum sichtbar, Der Koprostreifen 
liegt bei 623,2, die iibrigen Streifen haben die fiir das Kopro- 
porphyrin typische Lage. Ein duBerst schwacher Schatten 
endet bei 629,7, ob hier ein Kimmererstreifen vorliegt, oder 
ob es sich um die Ausliufer der Endabsorption im Rot han- 
delt, kann nicht mit Sicherheit festgestellt werden. — In 
25°) iger Salzsiiure liegt der erste Streifen bei 594,4, sekundiir 
konnte aus dem Himiniither kein Porphyrin festgestellt werden. 
Der Pyridinextrakt wurde nach der Messung des Hiimo- 
chromogenspektrums mit Hisessig angesiiuert und mit Ather 
ausgeschiittelt. Im Ather zeigt sich ein sehr schwaches 
Spektrum, deutlich erkennbar ist der Koprostreifen bei 623,4; 
ein anderer Streifen im Rot um 682 kann nicht bestimmt als 
Kimmererporphyrinstreifen erkannt werden. Die iibrigen 
Streifen dieses itherischen Spektrums mit den Mittelwerten 
I]. 576,38; UL 568,38; IV. 527,3 und V. 497,0 stimmen weit 
mehr auf ein reines Koproporphyrinspektrum als auf ein Ge- 
misch von Kopro- und Kiimmererporphyrin. Auch der 25°/, ige 
Salzsiurewert bei 594,1 spricht eher fiir das Vorhandensein 
von Koproporphyrin allein. Das Autolysat aus 5 g Hefe wurde 
nach 24 Stunden mit Kisessig—Ather weiter verarbeitet. Im Ather 
liegt ein Doppelspektrum bei 632,8 und 623,2. Beide Streifen 
haben nahezu die gleiche Intensitiit, die iibrigeu Streifen sind 
nach links verschoben wie allgemein bei Kiammerer-Kopro- 
porphyringemischen. 

Nach diesen Befunden wiire also tatsiichlich eine Um- 
ziichtung von ,Kopro“- in normale Hefe gelungen. Definitiy 
beweiskriftig ist der Versuch jedoch nicht, weil das Absaugen 
nicht steril geschah und immerhin die Mdglichkeit besteht, 
daS aus der Luft eine wilde Hefe hinein gelangte und deshalb 
in der untersuchten keine .Anamensis* mehr vorlag. Mit 
Sicherheit ist aber die primiire Himinerzeugung in diesem 
Versuch nach der spektroskopischen Untersuchung gelungen. 
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Ob der hier erhobene Befund in bezug auf das vollige Fehle: 
von Himochromogen richtig (dauert das Absaugen der Hefe- 
Pyridin-Extraktion lingere Zeit — mehr wie 5 Minuten — so kan 
durch den ,Oxydationskérper“ bereits véllige Zerstérung des 
Hiimochromogens stattgefunden haben, wihrend das Porphyri 
erhalten bleibt; in vereinzelten Fiillen geniigen 5—10 Minuten 
ist, muB die Untersuchung weiterer Reinkulturen ergeben. Wi 
haben inzwischen noch zahlreiche Kulturen verarbeitet und das 
Resultat des obigen Versuchs in bezug auf Koproporphyrin vollig 
bestiitigt, in bezug auf Fehlen von Hamochromogen nicht 
Immer war Himochromogen, wenn auch gelegentlich in sely 
geringer Menge, vorhanden. beim hier veréffentlichten Versucl: 
handelt es sich jedoch um eine Reinkultur, die auf porphyrin- 
freiem, Naihrboden durch iiber zwei Monate hindurch fort- 
geziichtet war, wihrend unsere neuen Versuche, iiber die wir bali 
berichten, keine Reinkulturen und jiinger waren. Mit Sicher- 
heit wird jede Hefe bei Fortziichtung in porphyrinfreiem Nihvr- 
boden unter den oben angegebenen Verhiltnissen in spiitesten: 
der vierten Kultur in ,,Kopro“-Hefe verwandelt. Kisen-A))- 
oder Anwesenheit (ionen) hat keinerlei KinfluB. Mit der syste- 
matischen Durchpriifung organischer Eisenpriparate sind wi 
beschiftigt. Ziichtet man Kopro-Hefe dann in Bierwiirze fort. 
so tritt im wesentlichen wieder in bezug auf Himin ,,normale* 
Hefe aut. Auf Grund zahlreicher neuer Versuche an Hefe 
und jungen Pflanzen (mit Schwerdtel) scheint in beiden Filler 
die Porphyrinbildung durch unzureichende bzw. unzweckmibig: 
Ernihrung der Hefen bzw. der Pflanzen bedingt zu sein. 
Ausfithrliche Mitteilung hieriiber erfolgt bald. 


Verarbeitung von 5 kg Brauereihefe nach Autolyse. 


5 k¢ Brauereihefe wurden bei 50° autolysiert, bis Ver- 
fliissigung eingetreten war (3 Tage). Der verfliissigte Hefe- 
ansatz wurde mit gleichem Volumen Nisessig versetzt, eine 
Nacht stehen gelassen und nach der EHisessig—Athermethode 
weiter verarbeitet. Der 5°/,ige Salzsiiureextrakt war intensiv 
cefirbt und zeigt folgenden spektroskopischen Befund: 
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5°/, ige Salzsiure: sehr deutliches Spektrum. 


I. 594,6—587,5 (sehr deutlich); Il. 574,2—566,0 (sehr sehwach): 





























D910 dTU,1 
IJ. 556,8—540,5 (stark); Endabsorption 417,7. 
548,4 
Ather: 
I. 685—629,.7 (sehr schwach); Il. 625,8—621,7 (stark): 
632.3 623.6 
II. 615.5—612,4 (HuBerst sechwach); IV. 600,1—595,3 (sehr schwach); 
613,9 597,7 
V. 581,.9—574 (schwach): VI. 9710,6—566,6 (deutlich): 
asain apm 
577,9 568,6 
VII. 561—557,8 (kaum meBbar); VIII. nach Vorbesehattung 532,8—524 
stark); IX. 504,8—484,7 (stark); (471,6—?) Endabsorption 425,53. 
494,7 


Der Atherextrakt wurde nach hiiutigem Auswaschen mit 
n/10-NaOQH ausgezogen und schheblich zur n/10-NaQH noch 
10°), ige NaOH zugegeben, wobei das Kammererporphyrin als 
Natriumsalz ausfiel. Der n/10-NaQH-Auszug wurde nach dem 
Kiltrieren essigsauer gemacht und das Koproporphyrin in Ather 
iibergetrieben und gemessen. 

I. 651,5—642,4 (schwach, aber deutlich): II. 625,9—621.5 

646.9 623.7 
deutlich) usw. 








Der Atherextrakt wurde bis zur Verdunstung des Athers 
stehen gelassen, dabei schied sich das freie Porphyrin im kry- 
stallmen Zustand an den Wandungen des Reagenzglases ab. 
Das aus dem alkalischen Extrakt (n/10-NaQH + 10°), NaOH) 
ausgeschiedene Na-Salz des Kiammererporphyrins wurde in 
25°/,iger Salzsiiure gelést und dann gemessen. Deutliches 
Spektrum: 

I. 606,6—599; II. beginnt diffus bei 583,4—577,4 und geht von 

602.8 580.4 
hier ab in Streifen III iiber, der scharf beginnt bei 568,2 und bei 541,1 
endet (Mittel 554,6). Ein duferst schwacher Streifen liegt noch bei etwa 
°19,8—508,4 ; Endabsorption 453,6. 








514,1 
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Ather; Doppelstreifen, doch bei weitem Kammererporphy:iy 
vorherrschend. 


I. 635,7—630,1 (deutlich); II. 624,7—621,7 (auBerst schwach). 
632,9 623,2 
III. 584,5; IV. 5766; V. 569,4; VI. 534,7; VII. 501.1; Endabsorp. 
tion 433,4. 








Das freie Koproporphyrin wurde in seiner Gesamtmenge 
3,9 mg (0,1 mg aus erster Menge, 0,8 mg aus Nachextraktion 
verestert. Die Chloroformlésung zeigte ein intensives Spektrum: 
I. 624,7—618,2 (intensiv). Die tibrigen Streifen stimmen ebenfalls 
621,4 
genau auf Koproporphyrin in Chloroform. Endabsorption 431,7. 





Der Ester krystallisierte in schénen Nadeln und lieferte 
eine Ausbeute von 2,199 mg analysenreinem Ester (inklusi\ 
des Esters aus der Nachkrystallisation). 

Der Schmelzpunkt lag bei 247—248°, die Stickstoti- 
bestimmung des Esters lieferte folgenden Wert: 


Ber. 8,06°/, Gef. 7,92°/, [2,027 mg, 17°, 725 mm]. 


Der Chloroformextrakt nach der Veresterung des Kim- 
mererporphyrins ergibt folgenden spektroskopischen Befund: 
I. 632.7—625,4 (deutlich); (eine schwache diffuse Beschattung bis 
629,0 
620,1) usw.; Endabsorption 445,4. 





Durch Nachextraktion konnte aus den Heferiickstanden 
nochmals Porphyrin gewonnen werden, das ebenfalls gemeinsam 
mit der ersten Menge verestert wurde. Gesamtausbeute dieser 
Nachextraktion 0,8 mg. Der Atherextrakt zeigt folgenden spek- 
troskopischen Befund: 


I, 625,7—621,8 (sehr deutlich) usw.; Endabsorption 438,3. 
623,7 





Kimmererstreifen ist nur spurenweise vorhanden. 


Chloroformextrakt nach der Veresterung: 


I. 626,2—616,8 (intensiv); die anderen Streifen liegen ebenso wie 





621,5 


bei einem Koproporphyrinspektrum. Endabsorption 432,2. 
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Der Koproester krystallisierte in schin ausgebildeten 
Nadeln. 

Der vom Porphyrin vollstandig befreite Hiiminather wurde 
nach vorausgehendem Einengen mit NaOH ausgezogen. Die 
alkalische Lésung farbte sich rétlich gelb und es schied sich 
darin ein Niederschlag aus, der nach dem Abfiltrieren verestert 
wurde. 

Die Chlorotormlésung des Esters zeigt unscharfes Por- 
phyrinspektrum. 


I. 630,0—621,4 (schwach u. unscharf); Il. nach Vorbeschattung 





§25,7 
578,4—568,3 (deutlich aber unscharf); II]. 544,2—530,7 (deutlich); 
570,3 37,4 


Endabsorption ab 512,3. 








Das alkalische Filtrat wurde mit Salzsiiure neutralisiert 
und im Vakuum abgedampft. Das sich hierbei ausscheidende 
Kochsalz war noch braun gefiirbt durch beigemengtes Hiimatin 
und wurde mit Alkohol ausgewaschen. Es wurde neuerdings 
zur Trockne abgedampft, mit Methylalkohol aufgenommen und 
verestert. Die Chloroformlésung zeigt kein Spektrum, auch 
sekundar war weder ein Hiimochromogenspektrum (nur dittuse 
Absorption) noch ein Porphyrinspektrum zu sehen. Der aus 
der Nachextraktion restierende Hiiminiither war gelbbraun ge- 
tarbt und ergab nach der Behandlung mit Eisessig—Hydrazin 

25°/,iger Salzsiure — nachfolgenden spektroskopischen 
Befund: 


AuBerst schwaches Spektrum; Porphyrin ist erkennbar aber nicht 
mebbar; ein zweiter Streifen liegt bei 583,4—571,0 ; IIL. 536,9 —528,5 ; 
577,2 532.7 : 
\V. 510,3—494,7 ; Endabsorption 461,4. 
902,5 











Verarbeitung von 1 kg Lowenbrauhefe in frischem Zustand. 


1 kg Hefe wurde mit Hisessig versetzt und nach einigem 
Stehen nach der Kisessig—-Athermethode verarbeitet. 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie, CLIII. 14 
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5°/,ige Salzsiiure: 
I, 594,4—587,9; II. 575,1—568,5; III. 555,8—542,5; Endabsorptio: 


/ 

















591,1 571,8 549,1 
433,2. 
Ather: 
I. 635,2—630,7 (sehr schwach); I. 625,9—621,0 (sehr deutlich): 
~ 632,9 623,4 


Auch die Werte der anderen Streifen deuten auf ei 
Kammerer-Koproporphyringemisch hin. 

Der Kiimmererstreifen ist eben noch sichtbar. Die spek- 
troskopische Messung in Chloroform nach der Veresterung 
zeigt folgenden Befund: 

Seharfes Spektruin: 

I, 625,4—618,3 (intensiv); Il. 599,2—593,3 (sehr sehwach); 














621,3 596.2 
LT. 581,5—572,3 (stark); — geringe Aufhellung —; IV. 570,0—563. 
576,9 566,6 


‘intensiy); V. nach Vorbeschattune 539,6—526,0 (intensiv); 





532.8 
VI. 515,7—486,5 (intensiv); Endabsorption 450,3. 
D01,1 
Der Ester konnte nicht in krystallisierter Form erhalte 





werden. 


Verarbeitung von 1 kg der gleichen Hefe nach Autolyse. 


Dieser Kontroll-Autolysenversuch wurde nach Zusatz vo 
Kisessig (gleiches Volumen wie Autolyseufliissigkeit) mit Chloro- 
form ausgeschiittelt. Der Chloroformextrakt, der hellrot ge- 
farbt war, wurde mit 5°/,iger Salzsiure extrahiert, ein be- 
trichtlicher Teil des Farbstofis blieb aber noch im Chloroforin 
zuriick. Dieses wurde nun mit NaOH extrahiert, wobei sich 
diese gelbgriin firbte. Im Chloroform trat eine milchig-weil: 
Triibung auf. Der mit NaOQH extrahierte Chloroformriickstan¢ 
wurde im Vakuum abgedampft und dann mit Eisessig aui- 


genommen. Dieser fiirbte sich intensiv rot und zeigte ein 
starkes saures Porphyrinspektrum. Bei dieser letzten Extrak- 
tion mit Kisessig aus dem vorher abgedampften milchig-triiber 
Chloroform lieB sich die Hauptmenge an Porphyrin gewinnen. 
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Nachdem die beiden ersten Extrakte (aus 5°/,iger Salzsiiure 
und aus NaOH) essigsauer gemacht waren, wurden sie mit 
dem Kisessigextrakt vereinigt und in Ather iibergetrieben, der 
folgenden spektroskopischen Befund ergab: 


I, 625,3—620,8 (deutlich); Il. 570.1—552,1 (intensiy): 














623.0 561,1 
HI. 531,8—515,2 (stark): [V. 503,83—488,5: 
923,5 195.9 


Hine Probe des itherischen Extraktes wurde mit festem 
Kupferacetat geschiittelt und einige Zeit stehen gelassen. Bei 
der Nachmessung zeigt der spektroskopische Befund ein inten- 
sives Kupfersalzspektrum: 


I. 568,8—551,2; Il. 529,6—513,8; Endabsorption ab 455,1. 








560.0 521.7 


Die Hauptmenge des atherischen Extrakts wurde mit 
0 


jiger Salzsiiure ausgezogen, bis diese nicht mehr gefiirbt 
wurde. 


Il. 593,0—587,4 (sehr deutlich): IL. 572,5—565.8 (sehwach): 








590,2 069,1 


Hil. 554,7—539,2; Endabsorption 420, 





Scharfes Spektrum. I. 625,9—620,5 (intensiv); Il. 615,2—611,2 


Dea 








623,2 613,2 


(schwach): HII]. 599,.7—594.5 (sehwach): IV. 581.6—572.6 (deutlich): 








597.1 DT. 1 


V. 570,83—565,9 (stark); VI. 561,1—557,0 (sehr sechwach); VII. nach 








068, 1 559.0 


Vorbeschattung: 532,9—523,0 (intensiv); VIII. 505,2—483,1 (intensiv): 








527.9 494.1 
IX. 471,0—464,2 (kaum meBbar); Endabsorption 433,7. 





467,6 
Das Koproporphyrin wurde auf Ester verarbeitet. Chloro- 
tormlésung: 
I. 625—617,6 (intensiy). 
621,3 





14* 
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Die anderen Werte stimmen mit jenen eines Kopro- 
porphyrins in Chloroform iiberein. 
Der Restiither nach dem Auszug mit 5°/iger Salzsiiure 
war hellrot gefiirbt und zeigt folgendes Spektrum: 
I. 565,1—555,9 (stark); II. 527,6—516,7; Endabsorption 422,38. 
560,5 522,1 








Das Koprokupfersalz krystallisierte in schénen Nadel, 
Bei diesem Autolysenversuch bestand die Hauptmenge an 
Porphyrin aus Koprokupfersalz und nur ein geringer Teil war 
Koproporphyrin. Der Koproporphyrinester krystallisierte teil. 
in Nadelbiischeln und teils in Rauten. Die Ausbeute an Kopro- 
ester geniigte aber nicht zur Bestimmung des Schmelzpunkte- 


PreBhefeversuche (Lindner). 

1. Frisch. 

1 kg PreBhete wurde am 9. XI. 25 abends mit 1 kg 
Kisessig angesetzt und blieb bis 11. XI. bei Zimmertemperatur 
stehen. Dann wurde abgesaugt und das Filtrat mit den 
doppelten Volumen Ather versetzt. Nach dem Durchschiittelr 
trat sofort Trennung in 2 Schichten ein. Es wurde noch etwa- 
Wasser zugegeben und die wiBrige Schicht noch zweimal 
ausgeithert. Sie hatte dann noch die Farbe von Mirzenbier. 
Auffallend war die stark griine Fluorescenz. Die Atherlésung 
war schwach gelbbraun gefarbt. Nach griindlichem Auswaschen 
mit Wasser wurde ihr das Porphyrin mit 5°/jiger Salzsiiure 
entzogen. 

Porphyrin in Ather: 

I. 625,0—621,2 usw., also reines Koproporphyrinspektrum. 

623,1 

Das Porphyrin wurde noch durch Ubertreiben in n/10- 
NaOH gereinigt, daraus wieder in Ather gebracht und durch 
Konzentration der Atherlésung undeutlich krystallisiert. Nach 
genauer Wigung betrug die Menge 0,224 mg Rohporphyrin: 
es wurde in den Ester iibergefiihrt, der jedoch nicht deutlich 
krystallisierte. 





Der mit 25°/,iger Salzsiiure ausgezogene Ather wurde 
griindlich gewaschen und im Vakuum zur Trockene gebracht. 








_ 
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Beim Aufnehmen des Riickstands mit Pyridin resultierte eine 
soldgelbe Lésung, die auch nach Hydrazinzusatz kein Spektrum 
zeigte. Trotzdem wurde nach der Hydrazin—Eisessigmethode 
auf Porphyrin verarbeitet, jedoch ohne Erfolg. 

Eine Probe des Waschwassers (s. oben) zeigte im 10 cm- 
Rohr auch nach Zusatz von Hydrazin kein Spektrum. Nach 
dem Kindampfen im Vakuum hinterblieb ein honiggelber ziher 
Sirup, der kein Spektrum zeigte und sich in Pyridin nicht 
léste. Er wurde daher mit konz. Schwefelsiure behandelt 
und nach 2tigigem Stehen in gewohnter Weise auf Porphyrin 
verarbeitet. Die Atherlésung des Porphyrins zeigte im 10cm- 
Rohr eben ein meBbares Spektrum: 

I. Verwaschen etwa 623; der Streifen des Ké&mmerer- 
porphyrin war nicht festzustellen. 

2. Autolyse. 

| kg PreBhefe, die 21), Wochen bei 50° der Autolyse unter- 
worten war, wurde mit dem gleichen Volumen Kisessig versetzt, 
3 Stunden an der Maschine geschiittelt und nach dem Stehen 
iiber Nacht abgesaugt. Die Aufarbeitung erfolgte genau wie 
beim ersten Versuch und fiihrte zu folgendem Ergebnis: 

Die Atherlésung war weit intensiver gefirbt wie bei 1., 
auch die Lésung in 5°/,iger Salzsiure enthielt offenkundig 
mehr Porphyrin. In Ather wurde gemessen: 

I. (schwach) 634,4—630,5; II. (viel stiirker) 625,4—622,1. 


632,5 623,5 








Das Porphyrin wurde dem Ather mit verdiinntem Alkali 
entzogen nach Zusatz von etwas starker NaOH, flockte nach 
2tigigem Stehen das Natriumsalz des Kammererporphyrins 
quantitativ aus. Das Kimmererporphyrin wurde daraus durch 
Kindunsten der Atherlésung in deutlichen Krystallen erhalten 
und weiterhin auf den Ester verarbeitet. Dieser zeigte in 
Chloroform eine Verschiebung des Spektrums: 

I. (629) und war nicht deutlich krystallisiert zu erhalten. 
Das Koproporphyrin wurde aus der Mutterlauge in bekannter 
Weise isoliert und auf den Methylester verarbeitet. Es resul- 
tierten 0,295 mg schén krystallisierter Ester vom Schmelz- 
punkt 245°, 
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_ 


Der Haiminither war weit intensiver gefarbt wie bein 
Versuch I, nach dem Eindampfen im Vakuum zeigte ein 
Probe in Pyridin folgendes Spektrum: 





nach Hydrazinzusatz trat keine Verschiebung ein. Es lag 
also oftenbar das Kuptersalz des Koproporphyrins vor. Be 
der Verarbeitung mit Hydrazin—Kisessig wurde ein meBbare: 
Koproporphyrinspektrum erhalten, jedoch keine villige Uber- 
fiihrung in das Porphyrin erreicht; daher wurde der Riickstanc 
noch mit Natriumamalgam reduziert und nach der Reoxydation 
ein eben meBbares Koproporphyrinspektrum erhalten. 

In Ather: 

I. 623 usw. 


Bieruntersuchungen (Piitzer, 1..J. 1924). 


Zur Verarbeitung gelangte jeweils 1 Liter des frischen 
Biers, das im Vakuum nach dem Tropiverfahren zum _ Dick- 
sirup (40—50ccm) eingedampft wurde. Aus diesem schieden 
sich beim Erkalten meist noch Zucker krystallisiert ab, so 
daB der ganze Riickstand eine ziith klebrige unbewegliche Kon 
sistenz annahm. Er wurde dann mit 50 ccm Kisessig versetz' 
und einige Minuten bis zur Liésung auf dem Wasserbad er- 
wirmt. Nach Abkiihlen und Atherzugabe (etwa 100 ccm) fie! 
der gréBte Teil von Kiweif, Dextrin und Zucker als braune. 
klebrige Masse wieder aus. Die filtrierte Hisessig—Ather- 
mischung blieb gelb gefirbt und war meistens ziemlich triibe. 
Auf Zusatz von Wasser trennten sich die Schichten vollkommen 
klar, der Ather schwach gelb, die Essigsiure braun gefiirbi 
Nach dreimaligem Waschen des Athers waren die Waschwasse: 
farblos. Ks wurde dann mit 5°/,iger Salzsiiture mehrfac: 
extrahiert, in dieser auf Porphyrin und im Restiither au! 
Hiimin gefahndet. Aus der Salzsiiture wurde das Porphyrin 
durch Abstumpfen mit Natriumacetat wieder in Ather ge- 
schiittelt und in diesem ebenfa!ls gemessen. Der Restiither 
wurde stark eingeengt und mit Pyridin versetzt, dann ver- 
sucht, ein Himochromogenspektrum zu erhalten. 
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Die angewandte Menge (ein Liter) geniigte immer zur 
einwandireien Feststellung von Koproporphyrin. Protoporphyrin 
und besonders Himin, die, wenn beobachtet, im Spektroskop 
an Intensitiit gegeniiber dem Koproporphyrin stets zuriick- 
trraten, konnten nicht in allen Fallen gefunden werden. 

1. Léwenbriu-Exportbier. 


5°/,ige Salzsiure: Spaltbreite 0,03 mm. 











I. 602,0—592,4; II. 579,2—571,9; IL. 559,8—546,8;  End- 
597,2 574,5 553,38 


ibsorption 5205,9. 
Reihenfolge der Intensitit: III, I, I. 
In Ather: 
I. 636,6—629,0; {]. 626,3—620,8; III. 582,0—572,5; 











632,8 623,5 577,2 


LV. 5438,2—528,3; V. 512,7~—487,7; Endabsorption 432. 








635,8 500,2 
Reihentolge der Intensitit: V, IV, Ill, U, 1. 
In Restither war auch in 20cm-Schicht keine Beschat- 
‘ung wahrzunehmen. 
2. Paulaner dunkles Sommer-Ausschankbier: 
5°), ige Salzsiure: Spaltbreite 0,03 mm: 


I. 602,8—596,0; IL. 583,5—572,2; III. 562,9—546,0; End 











599,4 517,8 54,4 
absorption 453,0. 
Reihenfolge der Intensitiit: IJ, Ll, [. 
In Ather: 


I. 633,6—630,5; II. 626,5—620,7; III. 581,7—569,4; 











632,1 623,6 575,5 

IV. 535,2—526,2; V. 508,4—490,1; Endabsorption 439,2. 
530,7 499,2 

Reihenfolge der Intensitiit: V, IV, U, Il, [. 

Restiither: (10 cm-Schicht; Spalt 0,07 mm), 


I. 669,6—642,8; II. 563,7—556,2; Endabsorption 506,4. 














655,2 599,9 


AuBerdem zeigten sich noch charakteristische Absitze bei 
997,9 und 5392. 
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In Pyridin: Spaltbreite 0,07 mm: 
i, 560,8—551,4; II. beginnt bei 535,7; das Ende ist unschar: 
556,6 
Endabsorption 477,4. 
3. Loéwenbriu, dunkles Sommerbier: 
25°/,ige Salzsiure (5 cm Schicht, Spalt 0,07 mm): 
I. 605,1—594,8; II. 582,1—571,7; TIT. 563,7—545,9. 


eon 


599,5 576,9 54,8 
Reihenfolge der Intensitiit: IJ, I, I. 
In Ather (20 cm Schicht): 



































I. 633,8—628,4 ; Il. 626,3—621,5 : Il. 584,6—567,2 
631,1 623,9 575,9 
IV. 540,2—525,8; V. 507,2—486,9; Endabsorption 459,2. 
582,5 497,0 


Reihentolge der Intensitit: V, IV, UI, WU, I. 

Restiither (5 cm Schicht, Spalt 0,07 mm): 

I. 668,8—641,5 ; II. 566,1—556,0; Endabsorption 506,0. 
655,1 561,0 

Absiitze bei 595,3 und 540,9. 

In Pyridin war nichts zu sehen. 

4. Augustiner dunkles Sommerbier: 

5°/,ige Salzséure (5 cm Schicht, Spalt 0,07 mm): 

I. Nicht zu messen; II. 581,7—573,8; III. 557,2—547,7. 























577,2 552,4 
In Ather (25 cm Schicht; Spalt 0,07 mm): 
I. 626,6—620,6 ; II. 581,3—565,3 ; Ill. 534,5—523,9 
623,6 73,3 528.7 
TV. 507,3—494,1; Endabsorption 443,7. 





500,7 
Trotz sonst guter Sichtbarkeit des Spektrums ist kein 
Andeutung eines Protoporphyrinstreifens zu finden. 
Restither (5 cm Schicht; Spalt 0,07 mm): 
I. 658,5—646,5; IL. 564,2—557,2; Endabsorption 506,1. 


652,5 560,7 








Absitze bei 594,2 und 542.8. 

In Pyridin: 

Starke Beschattung bei 653,0; schwacher Streifen bei 553,1; End- 
absorption 496,9. 
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Versuchsergebnisse bei den Harnuntersuchungen. 


Die jeweils zur Untersuchung angewandte Harnmenge be- 
trigt 250 ccm (die Gesamtmenge in 24 Stunden schwankte 
zwischen 750 und 960 ccm und hatte ein spez. Gewicht von 
1,025 —1,030). Ein neuer Versuch wurde erst dann begonnen, 
wenn bei Porphyrinvermehrung wieder der Abfall auf das nor- 
male Minimum eingetreten war. — Bei den Versuchen wurde 
die jeweils vermerkte Zulage an jedem Versuchstag verabreicht. 
so daB z. B. beim Spinatversuch 7 x 300 ¢ an sieben auf- 
einanderfolgenden ‘T'agen (I, Il usw.) gegeben wurden. Das 
verabreichte Porphyrin war in allen Fallen Koproporphyrin. 
(Siehe nachstehende Tabelle.) 

AnschlieBend an diese Arbeit werden die Untersuchungs- 
ergebnisse von Arbeiten iiber reines Weizenmehl, Regenwiirmer, 
Tigerkot, Vegetarianerkot nach Kinnahme von Koproporphyrin, 
Kot, und Harn, sowie Knochenmark in Fallen von perniziéser 
Anamie, erwihnt. Bei der Angabe der spektroskopischen 
Werte werden auger den wesentlichen Absorptionen die 
iibrigen Streifen nur dann angefiihrt, wenn sie eine andere 
Lage als die normale einnehmen. 


Untersuchung von Kot bei perniziéser Aniamie. 


In allen nachfolgenden Fallen wurden jeweils 10 g unter- 
sucht. Im ersten Falle zeigt der rétlichgelb gefarbte 5°/, ige 
Salzsiiureauszug nur ein iiuBerst schwaches Spektrum, dessen 
erster Streifen bei 592,1 liegt. Im Ather zeigt sich ein deut- 
liches Doppelspektrum mit den Maxima I. 633,1 und II. 623,3. 
Der Koprostreifen ist deutlicher als der Kimmererstreifen. In 
25°/, iger Salzsiure liegt der erste Streifen bei 595,0. Durch 
Stehen iiber Nacht erfolgte eine sekundire Ausscheidung in 
3°/,iger Salzsiure, deren erster Wert bei 594,9 hegt (550,4 
und 479,7); im Ather bei 635,6, 576,0, 531,4 und 490,0. Es 
waren auch die Spuren eines Koprostreifens erkennbar. Bei 
einem weiteren Fall von pernizidser Animie (10 g) liegt der 
erste Streifen in 5°/,iger Salzsiiure bei 590,8, im Ather bei 
662.7, 636,1 und 621,8 usw. Der erste 5°/,ige HCl-Wert 
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liegt bei 594,0. Bei einer sekundiiren Porphyrinausscheidung 
erscheint in 5°/,iger HCl ein triibes Band, dessen Mittel bei 
572,7 ist. Im grasgriin gefiirbten Ather ist ein Doppelspektrum 
bei 636,9 und 624,1. In 25°) iger HCl ist der Mittelwert des 
ersten Streifens 596,0. Ein dritter Fall von perniziéser Animie 
(10 g) zeigt in 5°/ iger HCl den ersten Streifen bei 591,0, im 
Ather bei 624,0 und in 25°/,iger HCl bei 593,7. Im Ather 
kann mit Sicherheit kein Doppelspektrum gemessen werden; 
sekundiir erscheint im Ather ein Streifen bei 638,1. 


Verarbeitung von Harnen in Fallen von perniziéser 
Animie. 


Die Aufarbeitung erfolgte ebenfalls nach der EKisessig- 
Athermethode in der Weise, daB 1 Liter Harn mit 3 ccm Eis- 
essig angesiiuert und dann mit Ather ausgeschiittelt wurde. 

[, Aufarbeitung von 250 ccm Harn: 

Die ersten Streifen in 5°/,iger HCl und 25°/ iger HCl 
liegen bei 591,0 und bei 594,9. Das sehr deutliche Kopro- 
spektrum in Ather liegt bei 622,8; in einem zweiten Fall von 
500 com Harn war der erste 5°/,ige HCl-Wert 591,2; dabei 
fiel die hellrote Farbe des HCl-Extraktes auf. Im Ather war 
ein Streifen bei 623,1 und in 25°/,iger HCl bei 594,1. Der 
mit 5°/, iger HCl erschépfend extrahierte Restiither wurde nach- 
triiglich mit 25°/, iger HCl extrahiert, die sich dabei intensiy 
rot fiirbte und folgendes intensive Spektrum zeigte: 593,5, 
491,9, Endabsorption 435,7. Der rote Farbstoff konnte in 
Ather hiniibergetrieben werden, lieB sich aber mit Wasser 
wieder restlos herauswaschen. Der ausgewaschene Ather war 
dann gelbbraun gefirbt und zeigt kein Porphyrinspektrum 
mehr. Das rote Waschwasser dagegen zeigt ein iiuBerst 
schwaches Band, das bei etwa 587,5 liegt. Bei einer dritten 
Untersuchung von 500 ccm Harn liegt der erste Streifen in 
5°/ iger HCL bei 590,1. Im Ather bei 623,2. Der Porphyrin- 
gehalt der iitherischen Lésung wurde spektrophotometrisch quan- 
titativ bestimmt. Das Untersuchungsergebnis ist 0,14676 mg 
pro 11 cem (fiir Skalenteil 449,5). 
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Verarbeitung von menschlichem Knochenmark bei 
einem Fall von perniziéser Animie. 


42 @ frisches, durch und durch rotes Knochenmark wurde 
mit Hisessig-Ather behandelt. In 5°/, iger HCl liegt der erste 
Streifen bei 592,5. Im Ather ist ein Streifen bei 633.7 und 
623.9. Die iibrigen Streifen legen in ihren Mittelwerten bei 
614,6, 598,38, 578,7, 568,7, 529,8, 499,9, Endabsorption 437.9. 
Das Koproporphyrin wurde auf spektrophotometrischem Wege 
quantitativ bestimmt, wobei ein Wert von 0,001874 mg pro 
Kubikzentimeter resultierte. 

Bei der Untersuchung von 10 g Vegetarianerkot nach Kin- 
nahme von 90 mg Koproporphyrin ergaben sich in 5°/, iger 
HCl Werte von 590,7. 571,4, 548,6, oie 6; #0 Ather war ein 
deutliches Doppelspektrum meBbar: I. 657,7, IL. 622,7. Auch 
die iibrigen Streifen wiesen auf ein Sian ae 
hin. Der atherische Auszug wurde abgedampf{t und mit Pyridin 
aufgenommen, dabei ergibt sich folgender spektroskopischer 
Befund: I. 641,1, Il. 622.7, Ll. 578,06, IV. 5665, V. 530.5, 
Vi. 496.4. Nach Stehen iiber Nacht tritt im Ather ein 
sekundire Porphyrinausscheidung auf, deren Mittelwert in 
Ather bei 638 liegt. Die 5°/ ige HCl war vorher intensiv 
violett gefirbt, zeigte aber ein kaum mefbares Spektrum, beim 
Hiniibertreiben in Ather ging dieser Farbstoff ebenfalls in 
Ather hinein, lieB sich aber durch Wasser herauswaschen. 
Die Untersuchung des violetten Waschwassers ergab keinen 
spektroskopischen Befund. 

900 g Mehl (Kaiserauszug) wurden mit Eisessig versetzt, 
einige Zeit stehen gelassen, abgesaugt und mit Ather aus- 
geschiittelt. Der Ather firbte sich schwach gelblich und zeigt 
een schwachen Streifen bei 624,1 usw. In 25°/,iger HCI 
wurde folgender Befund erhalten: I. 595,1, II. 575,3, TL. 55 1,2. 
Das Koproporphyrinspektrum in Ather war zwar schwach, aber 
deutlich sichtbar. Die iibrigen Streifen stimmen auch auf 
Koproporphyrin. 

Bei der Verarbeitung von 250 g Regenwiirmern wurden 
diese bei 50° angesetzt und nach vollstiindiger Verfliissigung, 
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liegt bei 594,0. Bei einer sekundiiren Porphyrinausscheidung 
erscheint in 5°/,iger HCl ein triibes Band, dessen Mittel bei 
572,7 ist. Im grasgriin gefiirbten Ather ist ein Doppelspektrum 
bei 636,9 und 624,1. In 25°) iger HCl ist der Mittelwert des 
ersten Streifens 596,0. Ein anther Fall von perniziéser Aniimie 
(10 g) zeigt in 5°/, iger HCl den ersten Streifen bei 591,0, im 
Ather bei 624,0 md in 25°/,iger HCl bei 593,7. Im Ather 
kann mit Sicherheit kein Rndobeuneiian gemessen werden 
sekundir erscheint im Ather ein Streifen bei 638,1. 


Verarbeitung von Harnen in Fallen von perniziéser 
Animie. 


Die Aufarbeitung erfolgte ebenfalls nach der Eisessig— 
Athermethode in der Weise, daB 1 Liter Harn mit 3 ccm Kis- 
essi¢ angesiiuert und dann mit Ather ausgeschiittelt wurde. 

[. Aufarbeitung von 250 ccm Harn: 

Die ersten Streifen in 5°/,iger HCl und 25°/ iger HCl 
liegen bei 591,0 und bei 594.9. Das sehr deutliche Kopro- 
spektrum in Ather legt bei 622,8; in einem zweiten Fall von 
500 com Harn war der erste 5°/,ige HCl-Wert 591,2; dabei 
fiel die hellrote Farbe des H¢ 1-Extraktes auf. Im Ather war 
ein Streifen bei 623,1 und in 25°/ iger HCl bei 594,1. Der 
mit 5°/, iger HCl erschoj fend lies Restiither wurde nach- 
triiglich mit 25°/, iger HCl extrahiert, die sich dabei intensiy 
rot firbte und Gina intensive Spektrum zeigte: 593,5, 
491,9, Endabsorption 435,7. Der rote Farbstoff konnte in 
Ather hiniibergetrieben werden, lieB sich aber mit Wasser 
wieder restlos herauswaschen. Der ausgewaschene Ather war 
dann gelbbraun gefirbt und zeigt kein Porphyrinspektrum 
mehr. Das rote Waschwasser dagegen zeigt ein iduBerst 
schwaches Band, das bei etwa 587,5 liegt. Bei einer dritten 
Untersuchung von 500 ccm Harn liegt der erste Streifen in 
5°/ iger HCL bei 590,1. Im Ather bei 623,2. Der Porphyrin- 
gehalt der iitherischen Lésung wurde spektrophotometrisch quan- 
titativ bestimmt. Das Untersuchungsergebnis ist 0,14676 mg 
pro 11 cem (fiir Skalenteil 449,5). 
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Verarbeitung von menschlichem Knochenmark bei 
einem Fall von perniziéser Animie. 


42 g frisches, durch und durch rotes Knochenmark wurde 
mit Eisessig-Ather behandelt. In 5°/, iger HCl liegt der erste 
Streifen bei 592,5. Im Ather ist ein Streifen bei 633.7 und 
623,9. Die tibrigen Streifen legen in ihren Mittelwerten bei 
614,6, 598,38, 578,7, 568,7, 529,8, 499,9, Endabsorption 437,9. 
Das Koproporphyrin wurde auf spektrophotometrischem Wege 
quantitativ bestimmt, wobei ein Wert von 0,001874 mg pro 
kubikzentimeter resultierte. 

Bei der Untersuchung von 10 g Vegetarianerkot nach EKin- 
nahme von 90 mg Koproporphyrin ergaben sich in 5°/ iger 
Hl Werte von 590,7. 571,4, 548,6, 481.6; in Ather war ein 
deutliches Doppelspektrum meBbar: I. 657,7, Il. 622,7. Auch 
die tibrigen Streifen wiesen auf ein Kimmerer-Koprogemisch 
hin. Der atherische Auszug wurde abgedampft und mit Pyridin 
aufgenommen, dabei ergibt sich folgender spektroskopischer 
Befund: I. 641,1, Il. 622,7, Ll]. 578,0, IV. 566.5, V. 530,5, 
Vi. 496.4. Nach Stehen iiber Nacht tritt im Ather eine 
sekundire Porphyrinausscheidung auf, deren Mittelwert in 
Ather bei 638 liegt. Die 5°/ ige HCl war vorher intensiy 
violett gefarbt, zeigte aber ein kaum mebbares Spektrum, beim 
Hiniibertreiben in Ather ging dieser Farbstoff ebenfalls in 
Ather hinein, lie8 sich aber durch Wasser herauswaschen. 
Die Untersuchung des violetten Waschwassers ergab keinen 
spektroskopischen Befund. 

500 g Mehl (Kaiserauszug) wurden mit Eisessig versetzt, 
einige Zeit stehen gelassen, abgesaugt und mit Ather aus- 
eeschiittelt. Der Ather firbte sich schwach gelblich und zeizt 
einen schwachen Streifen bei 624,1 usw. In 25°/,iger HCl 
wurde folgender Befund erhalten: I. 595,1, I. 575,3, IIL 551,2. 
Das Koproporphyrinspektrum in Ather war zwar schwach, aber 
deutlich sichtbar. Die iibrigen Streifen stimmen auch auf 
Koproporphyrin. 

Bei der Verarbeitung von 250 g Regenwiirmern wurden 
diese bei 50° angesetzt und nach vollstindiger Verflissigung, 
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die schon nach wenigen Stunden erfolgt war, nach der kis- 
essig—Athermethode aufgearbeitet. Die Werte in 5°/, iger HO! 
mit 604,1 und in Ather mit 631,7 weisen auf Kammerer. 
porphyrin hin; Koproporphyrin konnte in diesem Fall nicht 
festgestellt werden. 

Bei einem anderen Fall von 150 g Regenwiirmern, die 
unter den gleichen Bedingungen angesetzt und verarbeitet 
wurden, erscheint in 5°/,iger HCl ein Streiten bei 600,7 und 
im Ather ein Doppelspektrum bei 634,0, 623,4. Ob hier 
Koproporphyrin vorlag, konnte nicht festgestellt werden, ds 
keine Krystallisation erfolgte. 

Nach vorheriger Reinigung mit Alkohol—Ather wurden 
70 g Tigerkot mit Hisessig verrieben, filtriert und nach Zu- 
gabe von Wasser mit Ather ausgeschiittelt. Die 5°/,ige HCl 
zeigte einen starken Streifen bei 600,3, im Ather erscheint 
ein Doppelspektrum, dessen Mittelwerte bei 633,0 und 622.4 
legen. Der Kammererstreifen dominiert. 














Uber Hefeamylase und die Vergaérung von Polysacchariden. 


Ein Beitrag zur Kenntnis der Selbstgarung. 
Von 


Alfred Gottschalk. 
‘Der Redaktion zugegangen am 23. Dezember 1925. 


Krrera!) hat im Jahre 1882 die Entdeckung gemacht, 
dab in sehr vielen Pilzen, vornehmlich in der Bierhefe, ein 
clykogenartiger Koérper vorkommt. Salkowski*) hat 1890 
ebenfalls Glykogen in der Hefe vorgefunden, gelangte aber 
nicht zur Reindarstellung dieses Polysaccharides, da er das- 
selbe anfiinglich fiir ein Abbauprodukt der Hefecellulose 
hielt.*) Erst Cremer*) hat Glykogen aus Bierhefe in reich- 
lichen Mengen gewonnen und dessen Eigenschaften niiher be- 
schrieben. Auch die physiologische Bedeutung dieses Poly- 
saccharides als Reservekohlenhydrat ist bereits von Errera 
richtig erkannt worden. So beobachteten Errera und Lau- 
rent), daB bei der Karenz der Hefe, d.h. bei der Selbst- 
girung, das Hefeglykogen schwindet. Dieser Befund veran- 
labte die Forscher, in dem Glykogen die Hauptquelle fiir die 
Selbstgiirung zu sehen. Die Anerkennung dieser Anschauung 
stieS jedoch auf groBe Schwierigkeiten, da Salkowski®) im 
Jahre 1889 die Beobachtung mitgeteilt hatte, daB bei der Auto- 
digestion von amylumarmer PreBhefe in Gegenwart von Chloro- 


') L. Errera, L’épiplasme des ascomycetes et le glycogéne des 
vooétaux, Thése de Bruxelles de l’Acad. Belge Bd. 4, Nr. 11 (1882); 
O. R. Bd. 101, S. 253 (1885). 

®) Ek. Salkowski, Du Bois-Reymonds Arch. 1890, 5S. 554. 

5) E. Salkowski, Chem. Ber. Bd. 27, 8.497 u. 3325 (1894). 

‘) M. Cremer, Miinch. med. Wochenschr. 1894, Nr. 26. 

°) Zitiert nach M. Cremer, Zs. Biol. Bd. 31, 8. 183; Bd. 32, 5. 49 


(1895), 


°) E. Salkowski, Diese Zs. Bd. 13, 5. 506 (1889). 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie, CLIII. Ld 
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form ein linksdrehender?), girfahiger Zucker auftritt. Da au: 
Amylumzusatz die Ausbeute an diesem Kohlenhydrat (Liivulose 
nicht gréBer wurde, verneinte Salkowski das Vorkommen 
eines Amylum saccharifizierenden Fermentes in Hefen und sclilof 
Glykogen als Muttersubstanz des bei der Autodigestion ent- 
stehenden Zuckers aus. Auch war Glykogen niemals dure), 
frische Hefen vergoren worden.?) Erst die von Buchner und 
Rapp?*) angestellten Untersuchungen brachten eine Klirung 
der Frage. PreBsaft aus untergiiriger Hefe vergor Glykogen, 
wenn auch mit geringerer Geschwindigkeit als Glucose; frisch 
Hefe war unwirksam. Daraus schlossen Buchner und Rap», 
daB das Glykogen hydrolysierende Agens innerhalb der Zelle 
festgehalten und nicht extrahierbar ist, wiihrend andererseit: 
das kolloide Kohlenhydrat nicht durch die Zellmembran dios- 
miert. Harden und Young‘) bestiitigten diesen Befund de: 
Glykogenvergirung bei Anwendung von PrefBsaft aus ober- 
giriger Hefe; auch sie beobachteten, daB sich die Glykogen- 
vergirung weniger vollstiindig als die Zuckervergirung voll- 
zieht, jedoch stets gréBer als die Selbstgiirung des Saftes ist. 

Uber die Vergirbarkeit der anderen in Hefezellen vor- 
kommenden Polysaccharide, des Gummis®) und des in Wasse1 
léslichen, durch Alkohol fallbaren Spaltungsproduktes der Hele- 
cellulose, der Erythrocellulose®), hegen nihere Angaben  niciit 
vor. Nur Salkowski‘) erwihnt, daBi frische Hefe zugefiigten 
Gummi nicht vergiirt, wihrend Warkany’) Abnahme de: 
Gummigehaltes der Hefe bei der Selbstgirung beobachtet 





1) Bereits M. Cremer [Zs. Biol. Bd. 31, 8. 183 (1895)] bezweitelt 
die Richtigkeit dieser Beobachtung; spiiterhin hat dann Salkowski 
[Diese Zs. Bd. 54, $8. 3898 (1907)|] seine friihere Angabe dahin richtig: 
gestellt, da& bei der Hefeautolyse Glucose, dargestellt als d-Glucose 
diphenylhydrazon, auftritt. 

*) A. Koch u. H. Hosaeus, Zentrbl. f. Bakt. Bd.16, S. 145 (1894 

*) E. Buchner u. R. Rapp, Chem. Ber. Bd. 31, 8. 209 u. 1090 (1898). 

*) A. Harden u. W. J. Young, Chem. Ber. Bd. 37, 8. 1052 (1904). 

5) Vel. hierzu F. Hessenland, Zeitschr, d. Ver. d. Riibenzucker 
industrie Bd. 42, S. 671 (1892); E. Salkowski, a. a. O. 2 u. 3.8.1. 

6) Vgl. E. Salkowski, Chem. Ber. Bd. 27, S. 3325 (1894). 

7, E. Salkowski, Diese Zs. Bd. 69, S. 446 (1910). 

’) I. Warkany, Bioch. Zs, Bd. 150, 8. 271 (1924). 
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Tabelle I. 
0,1 g Kohlenhydrat, 
10,0 cem Wasser bzw. Kochsaft aus Unterhefe. 
1,0 g Acetonunterhefe (Schultheiss-Patzenhofer), 


bei 32°. 








ny Sus- eem entwickelter 
Zugefiigtes m 
’ ions- CO, nach 
J y pensions 2 
Kohlenhydrat | * 
flissigkeit] 4» | oh | gh — ggh 
— Wasser [12,5 19,1 20.5 24,1 
Glykogen 15,6 23,6 | 25,7 | 38,5 
: Hefegummi - 17,0 | 23,6 | 24,2 | 28,3 
Inulin " 16,1 | 21,0 | 22,1 | 26,9 
d-Glueose ro 18,2 28,8 | 33,5 | 38,3 
Le 
} vy J » 
. - Koechsaft} — — — | 16,5 
- Glykogen - —_-_ — — | 24,4 
Hefegummi ze — — | 16,4 
. inulin 9 - - — | 18,2 
7 d-Glueose ~ — |} — | 28.6 
{ ~— Wasser | — = - ~ a fy 
Glykogen o —- — — 32,9 
¢ lésl. Stiirke —- |— — 29,5 
’ d-Glueose — |— | — | 85,7 
_ Kochsaft } — fee 35,7 
Glykogen 2 — |— | — [42,2 
) | | 
a lisl. Stirke ” ell Cee ed. 
Erythrocellu- — |} — |— {82,3 
ose (aus Hefe) 
d- Glucose ‘i — }— |— | 54,4 














Bemerkungen 


Filtrat reduziert bei Versuchsende 
Kehlingsche Mischung in der Hitze 
nicht; nach Siiurespaltung deut- 
liche Reduktion. 

Filtrat gibt bei Versuchsende mit 


Fehlingscher Mischung Gummi- 
fillung. 
Filtrat reduziert bei Versuchsende 


Fehlingsche Mischung in der Hitze 
nicht; nach Siurespaltung deut- 
liche Reduktion. 


Filtrat reduziert bei Versuchsende 
Fehlingsche Misehung in der Hitze 
sehwach. 

Filtrat reduziert bei Versuchsende 


Fehlingsehe Mischung in der Hitze. 


Filtrat reduziert bei Versuchsende 
Fehlingsche Mischung in der Hitze 
nicht; nach Siurespaltung deutliche 
Reduktion. 


Filtrat reduziert bei Versuchsende 
Fehlingsche Mischung in der Hitze 
nicht. 


15* 
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hat. Im folgenden seien zunichst Untersuchungen tiber die 
Vergirbarkeit von Glykogen, Hefegummi, Erythrocellulose, lis- 
licher Starke, Inulin durch Acetonpriparate aus untergirigen 
Hefen sowie durch Mazerationssaft aus Trockenunterhefen mit- 
geteilt. Als Kontrollen dienten je ein Ansatz ohne Kohlen- 
hydrat und ein Ansatz mit zugefiigter d-Glucose. 

Methodisches: Das benutzte Glykogen war tierischer Herkunft: 
a}? = +169,6°, d. h. der Glykogengehalt des Priparates betrug 86,7"). 
Hefegummi wurde sowohl nach der Vorschrift von Salkowski’) als 
auch nach den Angaben von Heuser und Braden’) dargestellt; Unter- 
schiede im biochemischen Verhalten dieser beiden Priiparate konnten 
nicht beobachtet werden. Die Hefegummipriparate verbrannten asche- 
frei, enthielten kein Cu und reduzierten Fehlingsche Mischung erst 
nach Spaltung mit konz. HCl. Die Erythrocellulose der Hefe wurde 
nach Salkowski’) gewonnen. Zu den Vergleichsansiitzen wurden stets 
‘iquivalente Mengen der verschiedenen Kohlenhydrate genommen. Um 
die Bedingungen der Zymasegiirung méglichst optimal zu_ gestalten, 
wurde als Suspensionsfliissigkeit der Hefezubereitungen meist frisch her- 
gestellter Kochsaft aus Onterhefe verwandt. 

Aus Tabelle I ist ersichtlich, daB Glykogen von Aceton- 
unterhefen vergoren wird. Geschwindigkeit und Umfang der 
Vergiirung dieses Polysaccharids stehen meist hinter den eut- 
sprechenden Werten der Glucosevergiirung zuriick. Da jedoch 
die Selbstgiirung der von uns benutzten Acetonunterhefen eine 
betricntliche ist, so laBt sich nicht ausschlieBen, da an der 
CO,-Produktion im Glykogenversuche auch die Reservekohlen- 
hydrate der Hefe beteiligt sind. Wir sind deshalb dazu iiber- 
gegangen, Versuche mit Mazerationssaft aus Trockenunterhefen 
(Schultheiss-Patzenhofer, Kapp) anzustellen, der erfahrungsgemib 
frei bzw. sehr arm an giirfihigen Kohlenhydraten ist. 

Tabelle II zeigt, da& Glykogen (Leber) von Hefemazera- 
tionssaft in gleichem oder nahezu gleichem AusmaBe vergoren 
wird wie T'raubenzucker. Die im Vergleich zu den von Buch- 
ner und Rapp (a. a. O.) sowie Harden und Young (a. a. O.) 
fiir die Glykogenvergirung erzielten gréBeren Werte unserer 

') E, Salkowski, Chem, Ber. Bd. 27, S$. 497 (1894). 

*) E. Heuser u. M. Braden, Jl. fiir prakt. Chem. Bd.103, S. 69 
(1921). 

*) E. Salkows ki, Diese Zs. Bd. 92, S. 75 (1914) und zwar S. 84. 
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Tabelle HL. 


Ansatz: 0,1 g Kohlenhydrat, 
10,0 cem Mazerationssaft (aus ‘Trockenunterhefe), 
0,1 cem ‘Toluol 





bei 32°. 
Zugefiigtes eem CO, Zugefiigtes ecm CO, 
Kohlenhydrat nach 48" Kohlenhydrat ‘nach 48" 
. - ' 

3) cs 0,0 ¢) = D,0 
Glykogen . . . . | 32,4 Glykogen . . . . 32,6 
Hefegummi . . . | 4,2 Hefegummi : 3,9 
Inulin . . . a 4 6,9 lésl. Stirke 7 14,1 
d-Glucose . . . . | 82,8 ee ee 6,8 

| d-Glucose_ . ; 35,8 

7 _ 1,8 d) 1,8 
Glykogen . . . . 14,2 Glykogen. ne 32,2 
Hefegummi  . . . 2,5 Hefegummi . . . 2,1 
Krythrocellulose (Hefe) 8,6 Erythrocellulose (Hefe) 7,6 
losl. Stirke . . . 4,2 losl. Stiirke ey 4.9 
| 6,3 Inulin eet? 10,0 
d-Glucose . . . . 16,6 d-Glueose .. 31,1 





Anm.: In den Versuchen ¢ und d wurde der Mazerationssaft 
durch Suspension der Trockenhefe in Kochsaft (statt Wasser) hergestellt. 
Tabelle sind auf die niedrigere Kohlenhydratkonzentration!) und 
die Beigabe von Co-Zymase zuriickzufiihren. Die dem Glykogen 
nahestehende Erythrocellulose der Hefe wird von den Fer- 
menten des Mazerationssaftes deutlich in Girung versetzt. Lés- 
liche Stiirke wird ebenfalls von Mazerationssaft angegriffen ), 


jedoch in weit geringerem Umfange als Glykogen. Hefegummi 


wird nur in sehr kleinem Ausmafe vergoren. Auch Inulase ist 
in der Hefe vorhanden. Als Substrate der Selbstgirung 
des Hefe kommen demnach vornehmlich Glykogen, 
weit weniger Erythrocellulose und nur in sehr ge- 
ringem Umfange Gummi in Betracht.* 


') Buchner u. Rapp sowie Harden u. Young benutzten eine 
14- baw. 8°/,ige Glykogen-Saftlésung. 

*) Vgl. hierzu auch E. u. H. Buchner u. M. Hahn. Zymasegirung 
1903, S. 107. 

*) Vgl. hierzu auch J. Warkany, a.a. O. K. Myrback, Chem. 
d. Zelle u. Gewebe Bd. 12, S. 61 (1924). 
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Auf Grund der neueren Forschungsergebnisse iiber dic 
Konstitution der Stiirke (Pringsheim}), Kuhn?) sowie im Hin. 
blick auf den kirzlich von mir’) erhobenen Befund, daB auch dic 
maltasefreie Hefe Saccharomyces Ludwigii Glykogen aufbaue, 
kann und ihr Mazerationssaft Glykogen zu vergiren vermay, 
miissen labile Glucosereste mit anderer Lage der Sauerstofi- 
briicke als (1,4) als Bausteine dieses Polysaccharids angenomme 
werden.*) Infolgedessen konnte daran gedacht werden, dati 
die beim fermentativen Glykogenabbau entstehende labile Glu- 
cose (Bioglucose Eulers) unmittelbar, d. h. ohne vorherige 
Phosphorylierung, dem zymatischen Zerfall unterliegt. De 
nachfolgende Versuch gibt iiber diese Frage Aufschlub. 

Tabelle IIL. 
Ansatz: 9,5 eem m/3-KH,PO,-Lésung, 
0,23 g NaHCO, , 
40,5 cem Wasser, 
2,0 g Kohipnhydrat, 
8,0 g Acetonunterhefe, 
3,0 eem Toluol, 








bei 37°. 
Zugetiigtes Zeit der Mg,P,0, P,O, 
Kohlenhydrat Entnahme (in 5eem Ansatz) j (in 5ecem Ansatz 

d-Glucose Versuchsbeginn 0,0460 0,0293 

Nach 1 Stunde 0,00 0,00 

Nach 3 Stunden 0,0094 0,0060 
Glykogen Versuchsbeginn 0,0432 0.0276 

Nach 1 Stunde 0,00 0,00 

Nach 3 Stunden 0,0236 0,0151 











Ks wird also auch die aus dem Glykogen ent- 
stehende labile Glucosemodifikation durch anwesen- 
des Phosphat in Gegenwart von Acetonhete verester' 
Demnach muB der Sinn der biochemischen Phosphorylieruug 





') H. Pringsheim, Chem. Ber. Bd. 57, 8. 1581 (1924). 

*) R. Kuhn, Liebigs Ann. der Chem. Bd. 4438, 8. 1 (1925). 

5) A. Gottschalk, Diese Zs. Ba. 152, 8. 182 (1926). 

*) Vgl. hierzu H. vy. Euler u. K. Myrback, Svensk Kemisk ‘Tid- 
skrift Heft 7, S. 173 (1925); A. Gottschalk, Klin. Wochenschr. 1920, 
S. 2454. 
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ein tieferer sein als die vielfach angenommene Kommutator- 
wirkung auf das Glucosemolekiil.’) Bei diesem Sachverhalt 
war die Entscheidung der Frage méglich, ob das Co-Ferment 
der Giarung, dessen Jbeteiligung am Gesamtvorgange der 
Phosphorylierung von Kuler und Myrbick?) sowie von 
Gottschalk und Neuberg®) dargetan worden ist, die der 
Phosphorylerung vorausgehende Umwandlung des Zucker- 
molekiils (Labilisierung) bedingt oder die Zuckerveresterung 
als solche zustande bringt. 


Versuche. 


0,1 g Glykogen 0,1 ¢ Glykogen 
15,0 cem Wasser 10,0 eem Mazerationssaft aus 
2,0 g ausgewaschene ausgewaschener 
Acetonunterhefe *) ‘Trockenunterhefe *) 
0,2 eem Toluol 0,1 cem Toluol 
bei 37° bei 37° 


Innerhalb 48 Stunden keine CO,- Entwicklung; wohl reduzierten die 
Filtrate der Ansiitze bei Versuchsende Fehlingsche Mischung in der Hitze. 

Durch diese Versuche ist gezeigt, daB auch die labile, 
beim Glykogenabbau entstehende Glucosemodifikation zur Phos- 
phorylierung, jenem integrierenden ‘Teilprozesse der Girung, 
der Co-Zymase bedarf. Damit erscheint die Co-Zymase 
als Teil der Phosphatese. 

Weitere Experimente wurden ausgetiihrt, um Extrahier- 
barkeit und Menge der in der Hefe enthaltenen Amylase fest- 
zustellen und ihre Trennung von der Maltase zu versuchen. 
Zunichst wurde gepriift, ob die Amylase bei dem Auszug der 
Acetonunterhefe mit Wasser in das Suspensionsmittel iiber- 
tritt. Wie Tab. LV zeigt, enthalt das Waschwasser von Acetou- 
unterhefen nur ganz unbedeutende Mengen von Amylase; denn 
zu einer Spaltung von zugefiigtem Glykogen kommt es nur in 





') Ausfihrliche Literaturangaben bei A. Gottschalk, Der Kohlen- 
hydratumsatz in tierischen Zellen. Monographie, Jena 1925. 

*) H. v. Euler u. K. Myrbick, Diese Zs. Bd. 139, 8. 15 (1924), 

5) A. Gottschalk u. C. Neuberg, Biochem. Zs. Bd. 154, S. 492 
(1924); C. Neuberg u. A. Gottschalk, Ebenda Bd. 161, S. 244 (1925). 

*) Dab ausgewaschene Acetonunterhefe bzw. Mazerationssaft aus 
cozymasefreier Trockenhefe noch: hinreichend Amylase und Maltase 
enthalten, geht aus Tab. V hervor. 
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verschwindendem Mage. Wohl ist in dem wisserigen Auszug, 
der Acetonhefe reichlich Maltase vorhanden, wie dies friihe 
bereits Buchner und Reischle?) festgestellt haben. 


Tabelle IV. 
Amylase- und Maltasegehalt des Waschwassers von Acetonunterhe fe, 
Darstellung des Waschwassers. 


x g Acetonunterhefe (Schultheiss-Patzenhofer 1925) wurden nit 
20 x cem Leitungswasser 2 Stunden lang bei 18° umgeriihrt (Turbine): 
dann wurde zentrifugiert und die tiberstehende Flissigkeit nach Filtration 
als Fermentlésung (= Waschwasser) benutzt. 


Aufarbeitung der Ansitze. 

Im Vakuum bei 50° Einengen des Versuchsansatzes auf die Hiilft 
Riickstand mit absolutem Alkohol gefillt. Filtrat wiederum im Vakuun 
eingeengt, mit Mercuriacetat enteiweibt und das durch H,S entqueck- 
silberte Filtrat nach Zusatz entsprechender Mengen von Phenylhydrazin 
und Essigsiiure 2 Stunden im Wasserbade gekocht. Darstellung und 
Umkrystallisieren der Osazone. Die spezifisehe Drehung wurde nac)) 
den Angaben von Neuberg?’) im Pyridin-Alkoholgemisch sofort und 
nach 24 Stunden (Mutarotation®) bestimmt. 





Ansatz Ergebnis der Aufarbeitung 
40 ecm Waschwasser von Aceton- | < 0,10 ¢ d-Glucosephenylosazon. 
unterhefe + 0,5 g¢ Glykogen Schmelzpunkt: 210° (bei schnellein 
+ 0,5 cem Toluol 4 Tage lang Erhitzen). 
bei 37° 
400 cem Waschwasser vonAceton- | Unwiigbare Mengen von d-Glucose 
unterhete + 6,0 ¢ Glykogen phenylosazon. 


+ 5,0 cem Toluol 12 Tage lang 
bei 37°. 





ee ee - ed 





500cem Waschwasser von Aceton- | 4,85 g d-Glucosephenylosazon. 
unterhefe + 8,0 g Maltose + Schmelzpunkt: 210° (bei schnellem 
6,0 cem Toluol 12 Tage lang Erhitzen). []j,°° =— 1° 40’; nach 
bei 37°. 24" [aJ2°° = — 0,689. Unwigbar 


Mengen von Maltosephenylosazon. 





1) KE. Buchner u. F. Reischle, Biochem. Zs. Bd. 83, 8S. 1 (1917): 
vgl. auch E. Fischer, Chem. Ber. Bd. 28, S. 1433 (1895); C. Lintner. 
Zs. f. d. ges. Brauwesen 1892, S. 106. 

2) C. Neuberg, Chem. Ber. Bd. 32, S. 3386 (1899). 

*) P. A. Levene u. F. B.La Forge, Jl. of Biol. Chem. Bd. 13. 
S. 322 (1914); Bd. 20, S. 429 (1915). 
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Geht die Amylase nicht in die Extraktionsfliissigkeit iiber, 


sy muB sie im Riickstand vorhanden sein. 


Es wurden deshalb 


Versuche mit ausgewaschener, nicht girender Acetonunterhefe 


und Acetonoberhefe 


sowie 


mit Mazerationssaft von aus- 


cewaschener Trockenunterhefe angestellt. 


‘I 


‘abelle V. 


({mylase- und Maltasegehalt ausgewaschener Acetonpriiparate 
untergiiriger und obergiiriger Hefen. 





Ansatz 


10 g ausgewaschene'!) Aceton- 
unterhefe + 100cem Wasser 
+1,0g Glykogen +1,2¢eem 
Toluol 5 Tage bei 37°. 


| Ergebnis der Aufarbeitung. 


0,22 ¢ d-Glucosephenylosazon. Schmelz- 
punkt: 204—205° (bei schnellem Er 


hitzen). [a]2}°° = — 1° 42’. 





40 ¢ ausgewaschene Aceton- 
unterhefe + 350 cem Wasser 
+6,0¢Glykogen +4,0eem 
Toluol 8 Tage bei 37°. 

20 ¢ ausgewaschene Aceton- 
unterhefe + 175 cem Wasser 
+ 2,0 cem 8 Tage 
bei 37°. 


Toluol 


0.82 g d-Glucosephenylosazon. Schmelz- 
punkt: 207° (bei schnellem Erhitzen). 
— 1°45’; 24" 


} { 
20° 


{t D 


— 0,71°. 


ae pet woe 
nach ar]f°° = 


oS 


0,76 g d-Glucosephenylosazon. Schmelz- 
punkt: 206° (bei schnellem Erhitzen). 


a 2 es 0 r. — 9Ah [f,1206 — 
L@ jp — l oU e nach 24 L@ Ih - 
— 0,78°. 





{0 ¢ Acetonoberhefe M?”) + 
250cem Wasser + 3,0g Gly- 


kogen + 3,0 eem Toluol 
6 Tage bei 37°. 
‘0 ¢ Acetonoberhefe M + 


250 eem Wasser + 3,0 cem 
Toluol 6 Tage bei 37°. 


80 g ausgewaschene Aceton- 
unterhefe + 270 cem Wasser 








0,47 g d-Glucosephenylosazon. Schmelz- 
punkt: 208° (bei sehnellem Erhitzen 
[a }7,° °=— 1°44’; nach 24% [a]f°' 

— 0,689 Unwigbare Mengen 
Maltosephenylosazon. 


vou 


0,88 g d-Glucosephenylosazon. Schmelz- 
punkt: 207° (bei schnellem Erhitzen). 
[ e]f,°° =— 1°38’; nach 24? [a }2,0° = 
— 0,64°. Unwigbare Mengen von 
Maltosephenylosazon. 


2,9 g d-Glucosephenylosazon. Schmelz- 
punkt: 209° (bei sehnellem Erhitzen). 





+4,5¢ Maltose + 3,0 cem [ajio° = — 1°39’, nach 24" [a@)20°= 
Toluol 6 Tage bei 37°. — 0,65° 
‘) Mit der 20 fachen Menge Leitungswassers 2 Stunden lang bei 18° 
ungerihrt, dann Wasser abzentrifugiert. 








*) Das Acetonpriparat der von uns benutzten Oberhefe M (Institut 
tir Girungsgewerbe Berlin) zeigte ohne Beigabe von Kochsaft (Co- 
aymase) keine Girwirkung. 
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Ansatz Ergebnis der Aufarbeitung 

180 cem Mazerationssaft aus | 0,96 g d-Glucosephenylosazon. Schmelz 
ausgewaschener  ‘T'rocken- punkt: 208° (bei schnellem Erhitzey), 
unterhefe + 3,0 ¢ Glyko- [o],°° = — 1952’; nach 24° [aj?o° = 
gen + 2,0cem Toluol 7 Tage — 0,70°. 
bei 37°. 

180 ecm Mazerationssaft aus | 1,98 g d-Glucosephenylosazon. Schmelz 
ausgewaschener ‘Trocken- punkt: 208—209° (bei schnellem [r- 
hefe + 3,0 g Maltose + hitzen). [a]}°°=— 1°48’; nach 
2,0cem Toluol 7 Tage bei 37°. [o]2,°° = — 0,74° 





Tab. V zeigt, daB in ausgewaschener Acetonunterhefe, jy 
Acetonoberhefe sowie im Mazerationssaft von ausgewaschener 
Acetonunterhefe Amylase in deutlich nachweisbarer Menge vor- 
handen ist. Auch Maltase ist in so vorbehandelten Heten 
noch zugegen; selbst 6mal ausgewaschene Acetonunterhetfen 
enthielten noch dieses Ferment. Eine Trennung von Amylase 
und Maltase ist also auf diesem Wege nicht zu erreichen, 
Uber die Menge der in der Hefe vorhandenen Amylase!) sagen die 
Versuche mit Zusatz von Glykogen aus. Die Quantitit der Hete- 
amylase ist eine beschrankte, scheinbar in Anpassung an den 
Glykogengehalt des Organismus; denn Zusatz von Glykogen 
bewirkte keine gréBere Ausbeute an gespaltenem Zucker. Viel 
reichlicher ist der Maltasegehalt, wie dies ja auch von der 
Maltosevergiirung her bekannt ist. Fernerhin geht aus der 
Versuchen der Tab. V hervor, dai die Wirkung der Amylase 
und Maltase nicht an die Gegenwart eines Co-Fermentes, zum 
mindesten nicht des Co-Fermentes der Zymasegiirung, ge- 
bunden ist. 


Die Untersuchungen wurden in der biochemischen A)- 
teilung der Kaiser-Wilhelm-Gesellschaft zur Férderung der 
Wissenschaften zu Berlin ausgefiihrt, der auch an dieser Stelle 
fiir die Bereitstellung der Mittel bestens gedankt sei. 


') Ob es sich bei der Amylase maltasehaltiger Hefen um o-Amylase 
oder §-Amylase oder wie bei der maltasefreien Hefe Saech. Ludwigi 
um ein Gemisch beider Amylasen handelt, kann nicht gesagt werden. 
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Weitere Beitrige zur Kenntnis der natiirlichen Porphyrine 
und der Porphyratine. 


Von 


0. Schumm. 


\us dem Physiologisch-Chemischen Insjitut der Hamburgischen Universitit, Eppendorfer 
Krankenhaus 


(Der Redaktion zugegangen am 31. Dezember 1925.) 
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I. Uber das atherlésliche Porphyrin des normalen Harns. 


Bekanntlich verdanken wir Garrod?) die Entdeckung, 
da8 Harn Gesunder und Kranker kleine Mengen von ,,Hiimato- 
porphyrin“ enthilt, das durch Zusatz von Alkalilauge mehr 
oder weniger vollstiindig mit den Erdphosphaten aus dem 
Harn niedergeschlagen werden kann. 

Garrod hat den Farbstoff auf verschiedene Art in Loésung 
gebracht und spektroskopisch untersucht. Fiir den Haupt- 
streifen | des Spektrums der sauren Farbstofflésung fand er 


') A. E. Garrod, J. of Physiol. Bd. 13, 5. 598 (1892). 
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denselben Wert wie bei einem aus Blut mit Schwefelsiur 
hergestellten Priparat Himatoporphyrin. Er fand auch voll. 
stiindige Ubereinstimmung in jenem sogenannten metallische: 
Spektrum, das man bei der Behandlung solcher Farbstoffe mi: 
Zinkchlorid und tberschiissigem Ammoniak erhilt. Auf Grund 
seiner vielen vergleichenden Proben ist Garrod zu dem Schluf 
gekommen, daf der von ihm entdeckte Farbstoff ein Himato- 
porphyrin sei. 

Einige Jahre spiter hat Saillet') das Porphyrin de, 
normalen Harns erneut untersucht, wobei er mit Prof. Sore: 
in Genf die spektroskopische Priifung ausfiihrte. Die von 
Saillet mitgeteilten spektroskopischen Werte fiir die Lésuny 
des Farbstofis in angesiiuertem Ather, in Alkali und Mineral- 
siiure stimmen zusammen betrachtet fiir keins der bekannten 
Porphyrine. Die Zahlen fiir die alkalische Lésung wiirden 
noch am ehesten fir Nenckis Himatoporphyrin passen; die 
Zahlen fiir die Lésung in Salzsiiure (595; 572; 550) passen 
weder fiir Nenckis Hamatoporphyrin noch fiir Mesoporphyriu 
oder Koproporphyrin. Wichtig ist jedoch die von Saillet 
festgestellte Loslichkeit seines Porphyrins in schwach an- 
gesiiuertem Ather, die sich allerdings auch bei Nenckis 
Hiimatoporphyrin und Mesoporphyrin findet. Im Jahre 1925 
bin ich auf Grund eigener Untersuchungen zu dem Ergebnis 
gekommen, daB das (atherlésliche) Porphyrin des Harns Ge- 
sunder wahrscheinlich aus Koproporphyrin besteht.’) 

Nachdem die von mir mit genauer Methodik festgestellten 
spektrometrischen Werte des Porphyrins vorlagen, behauptete 
Hans Fischer: nach den Zahlen Garrods kénne es keinem 
Zweitel unterliegen, da& in dessen Untersuchungen Kopro- 
porphyrin vorgelegen habe. 

Bei der Beurteilung von Garrods zahlenmibigen Fest- 
stellungen ist folgendes zu beachten: er findet fiir ein Priparat 
Hiimatoporphyrin, das aus Blut mit Schwefelsiiure dargestellt 
worden war, dieselben Zahlen wie fiir das Porphyrin aus Harn. 


 Saillet, Revue de médecine Bd. 16, S. 542 (1896). 
*) O. Schumm, Uber die natiirlichen Porphyrine, Diese Zs. Bd. 126, 
S. 169 (1923). 
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Wenn die nach Hans Fischer angeblich auf Koproporphyrin 
stimmenden Zahlen Garrods wirklich den Grad von Genauig- 
keit hatten, den Hans Fischer anzunehmen scheint, dann 
wire bewiesen, daB das Schwefelsiure-Himatoporphyrin spektral- 
analytisch mit Koproporphyrin identisch ist. In Wahrheit 
fndet man, wenn man sich der heute vertiigbaren exakten 
spektrochemischen Methodik bedient, starke Unterschiede.’) 
DaB es sich bei Garrods ,,Haimatoporphyrin* um _ Kopro- 
porphyrin gehandelt habe, wird durch seine Zahlen durchaus 
nicht bewiesen. Erst in meinen Untersuchungen ist gezeigt 
worden, daB im Harn gesunder Erwachsener, wenigstens in 
der Regel, vorwiegend dasjenige Porphyrin vorkommt, das ver- 
schiedene wichtige spektrochemische Identitiitsreaktionen genau 
wie Koproporphyrin gibt. 

Wenn Garrod fir die Chlorotormlésung(!) seines Por- 
phyrins Zahlen angibt, nach denen der erste Streifen im Orange 
auf etwa 617,5 (622—613) hegt, so kann doch unméglich auf 
Koproporphyrin geschlossen werden.’) 

Ferner stimmt der von Garrod angegebene Wert fiir das 
Spektrum der mit Zinkchlorid und iiberschiissigem Ammoniak 
dehandelten Lésung (Streifen I. 586—570, Mitte, da der Streifen 
als symmetrisch angenommen werden darf, auf etwa 578) besser 
auf ein Gemisch von Uroporphyrin und Koproporphyrin als 
auf reines Koproporphyrin. 

Die Zahlen fiir das alkalische Spektrum von Garrods 
Varbstoff zeigen von Fall zu Fall bedeutende Unterschiede, 
z.B. hegt die Mitte des Streifens J. der alkalischen Liésung 
in den Grenzfillen einmal auf 621, einmal auf 615; Streifen IIT. 
auf 533,5 (541—526). Denselben Wert gibt Garrod fiir den 
Ort des Streifens III. der alkalischen Lisung des Schwefe!- 
siure-Himatoporphyrins an. Zudem hat Hans Fischer un- 

') Ich méchte hervorheben, dab Garrods spektroskopische Fest- 
stellungen fiir seinen Zweck ausreichten. Er wollte zeigen, da® sein 


Varbstoff die Grundeigenschaften eines Hiimatoporphyrins habe; das 
hat er mit Sicherheit bewiesen. 

*) Koproporphyin ist in Chloroform unléslich, der Streifen I. der 
Uhloroformlésung des Koproporphyrinesters liegt auf etwa 621. 
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beriicksichtigt gelassen, daB Garrod offenbar gerade die eip- 
gehenderen zahlenmabigen Feststellungen an dem_,,Hiimato- 
porphyrin“ aus dem Harn Kranker (Gicht, Lebercirrhose u. a, 
gemacht hat. 

Das alles hat Hans Fischer nicht gehindert, in de 
Miinchner Medizinischen Wochenschrift 1923, 8. 1143, die 
Behauptung aufzustellen: .,Durch die Untersuchungen yoy 
Mac Munn, Stokvis und besonders A. Garrod [8], der 
l.c, S. 616, ausfiihrliche spektroskopische Zahlen angibt, kann 
es keinem Zweifel unterliegen, dab auch im normalen Harn 
Koproporphyrin vorkommt.“ 

Unter ausdriicklicher Anerkennung der ‘Tatsache, dat 
Garrod das Vorkommen eines ,,Himatoporphyrins“ im novr- 
malen Harn bewiesen und besonders Spektra der Lésungen 
von Porphyrinpraparaten aus dem Harn Kranker in verschie- 
denen Loésungsmitteln, darunter auch Chloroform, ein- 
gehend untersucht hat, ferner Saillet die Verschiedenheit des 
iitherléslichen physiologischen Harnporphyrins von (kiinstlicl 
aus Blut dargestelltem) Himatoporphyrin erkannt hat, bestreite 
ich Hans Fischer gegeniiber entschieden, daB Garrods 
Zahlen nur auf Koproporphyrin stimmen.') Hans Fischer 
irrt sich hierin ebenso wie bei der von ihm unternommenen 
Deutung derjenigen spektroskopischen Zahlen, die Mac Munn 
fiir das aus Muskelfarbstoff mit Schwefelsiure dargestellte 
Porphyrin angefiihrt hat. Nach Hans Fischers Aussprucli 
konnte es keinem Zweifel unterliegen, dafb auch hier Kopro- 
porphyrin vorliegt.“?) Heute unterliegt es keinem Zweifel, 
daB Mac Munns spektroskopische Befunde nicht durci 
Koproporphyrin bedingt waren, Hans Fischer die Zahlen 
Mac Munns somit falsch gedeutet hat.*) 





1) Es soll damit nicht bestritten werden, da®B Garrods Zahlen sich 
teilweise auch mit der Annahme von Koproporphyrin in Einklang bringen 
lassen, doch kann man aus ihnen nicht den Beweis ableiten, dab es 
sich wirklich um Koproporphyrin gehandelt hat. 

2?) H. Fischer, Uber Porphyrinurie und natiirliche Porphyrine, 
Miinch. Med. Wochenschr. Nr. 36, S. 1148/44 (1923). 

*) Wie befangen Hans Fischer in seinem Urteil ist, ergibt sich 
daraus, daB er die spektralanalytischen Zahlen, die von mir am Serum 
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Die Schwierigkeiten der Identifizierung des physiologischen, 
itherléslichen Harnporphyrins sind der minimalen Menge 
halber so gro, daB ich den Identitiitsbeweis auch durch 
meine erste Untersuchung noch nicht fiir geniigend gesichert 
hielt und noch vor kurzem darauf hinwies, dab in Anbetracht 
der groBen Ahnlichkeit, die Koproporphyrin und Mesoporphyrin 
bei einigen spektrochemischen Reaktionen zeigen, vorliiufig die 
Méglichkeit nicht ausgeschlossen werden kénne, daB im nor- 
malen Harn Mesoporphyrin vorkomme. 

Bekannt ist ja auch, dab die Bearbeitung dieses Problems 
H. Fischer nicht als aussichtsreich erschien. ') 

Ich habe den fraglichen Farbstoff inzwischen mit weiteren 
neuen Identitatsreaktionen gepriift und auch dabei keinerle} 
Unterschied gegeniiber Koproporphyrin gefunden. Da bislang 
kein Farbstoff bekannt ist und auch wohl nicht gefunden werden 
diirfte, der sich trotz abweichender chemischer Zusammensetzung 
bei allen Proben genau wie Koproporphyrin verhilt, so er- 
scheint es mir nunmehr berechtigt, den ‘itherléslichen Farb- 
stoff des normalen Harns fiir Koproporphyrin zu halten. Die 
in Angriff genommene Darstellung gréBerer Mengen des Farb- 
stofis habe ich unterbrochen. Sie erscheint zwecklos, wenn 
nicht solche Mengen erhalten werden, daf mindestens die Ele- 
mentarzusammensetzung und die Anzahl der vorhandenen Carb- 
oxylgruppen zuverlissig bestimmt werden kann. Die Aut- 





des Hiimatoporphyriekranken Petry erhalten sind und mit den theo- 
retisch verlangten Werten fiir die entsprechenden Uroporphyrin-Serum- 
Gemische tibereinstimmen, als nicht beweisend anspricht, dagegen die 
zahlenmiBigen Befunde Garrods, mit denen man in Wahrheit die An- 
wesenheit von Koproporphyrin nicht beweisen kann, als beweisend fiir 
Koproporphyrin bezeichnet! Es darf wohl von Herrn Fischer erwartet 
werden, daB er mitteilt, welches andere Porphyrin als Uroporphyrin 
imstande wire, die von mir am Blutserum ermittelten spektrometrischen 
Werte zu liefern. Vgl. O.Schumm, Beitriige zur Kenntnis der Haemato- 
porphyria congenita (H. Giinther) und der natiirlichen Porphyrine, 
Diese Zs. Bd. 98, S. 123 (1916) ,,Die pathologischen Farbstoffe des Blutes 
bei Haematoporphyria congenita, ferner II. Mitteilung, Diese Zs. Bd. 105, 
S. 164 (1919), ferner III. Mitteilung, Diese Zs. Bd. 126, S. 187 (19238) und 
lV. Mitteilung, Diese Zs. Bd. 132, S. 70 (1924). 
') H. Fischer, Diese Zs. Bd. 96, S. 172 (1915). 
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arbeitung der dazu erforderlichen sehr groBen Mengen Han 
ist mir z. Zt. nicht méglich. 


Darstellungsverfahren. 


Das iitherlésliche Porphyrin wurde aus dem Harn gesundey 
Erwachsener hauptsiichlich') nach folgendem Verfahren dar. 
gestellt. 

I. Der Harn wurde nach Garrod mit Lauge behandelt, 
der Niederschlag abfiltriert und gewaschen, mit viel Kisessig 
ausgezogen und der Auszug mit Ather verdiinnt (= Rohlésun», 

Il. Obiges Verfahren wurde derart abgeiindert, daB doy 
Niederschlag mit Salzsiure gelést und der Farbstoff aus dew 
verdiinnten Salzsiiureauszug nach Behandlung mit einem Uber- 
schu8 von Natriumacetat in Ather gebracht wurde (= Roh. 
lésung). 

Ill. Der Harn wurde mit neutralem und basischem Blei- 
acetat gefillt, der Niederschlag gewaschen, mit Salzsiiure aus- 
gezogen und das Porphyrin aus dem verdiinnten Salazsiiure- 
auszug nach dem Alkalisieren und Ansiiuern mit Essigsiure 
(oder durch Behandeln mit iiberschiissigem Natriumacetat) in 
Ather gebracht (= Rohlésung). 

IV. Der Harn wurde stark mit Essigsiiure angesiiuert und 
mit Ather ausgeschiittelt (= Rohlésung). 

Die auf die eine oder andere Weise erhaltene Rohlisung 
wurde wiederholt gewaschen, teils durch Filtrieren, teils griind- 
licher durch Behandlung mit entwissertem Natriumsuliat ent- 
wassert und mit Salzsiure ausgeschiittelt. Aus der Salzsiure 
wurde das Porphyrin mit Natriumacetat in Ather gebrachit. 
der Ather gut gewaschen und wieder mit Salzsiiure ausgeschiit- 
telt. Diese Reinigung wurde ndétigenfalls wiederholt. Aus der 
nur noch schwach essigsiiurehaltigen Atherlésung wurde dev 
Farbstoff in vielen Fallen durch Verdunsten abgeschieden, 
hiufig auch aus dem Ather in 25°/,ige Salzsiure gebracht, 
und so gesammelt. 

















') Voriibergehend habe ich andere Fiillungsmethoden benutzt, sie 
aber wieder aufgegeben, da ihre Anwendung keinen besonderen Vor- 
teil bot. 








“~ 
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Die Tagesmengen Harn wurden manchmal einzeln ver- 
arbeitet; meistens wurden 10—20 Liter gesammelt und auf 
einmal verarbeitet. Trotzdem jedes Rohprodukt gepriift wurde, 
habe ich niemals Anzeichen fiir die Anwesenheit eines zweiten 
itherléslichen Porphyrins beobachtet. Da sich auch die ge- 
reinigten Priparate bei allen Proben vollkommen gleich ver- 
hielten, erscheint die Mitteilung der einzelnen Protokolle zweck- 
los. Ich beschranke mich deshalb auf die Beschreibung der 
yon mir ermittelten Eigenschaften des Farbstoffs. 


Atherlésliches Porphyrin aus normalem Harn. 


Das Porphyrin lést sich leicht in schwacher Kalilauge, 
weniger leicht in essigsiiurehaltigem Ather; in verdiinnter al- 
kalischer Lésung bleibt das Porphyrin nach dem Ansiiuern 
mit Kssigsiiure kolloidal gelést, wie es von H. Fischer fiir 
Koproporphyrin angegeben ist. Aus einer schwach essigsaure- 
haltigen atherischen Liésung geht es in 5°/, ige Salzsiure reich- 
lich titber. Aus der Lésung in 25°/,iger Salzsiure geht es 
wie Koproporphyrin nicht in Chloroform iiber. Auch aus 
schwacher z. B. 5°/,iger Salzsiure geht es nicht merklich in 
Chloroform tiber und unterscheidet sich dadurch eindeutig von 
Mesoporphyrin.') Durch Kochen mit 1°/, HCl enthaltendem 
Methylalkohol laBt es sich verestern. Der Ester ist gleich dem 
Koproporphyrin-Methylester léslich in Tetrachlorkohlenstoff?), 
sehr leicht léslich in Chloroform und verhilt sich bei allen 
spektrochemischen Reaktionen in der vergleichenden Priifung 
genau wie Praparate von krystallisiertem Koproporphyrin- 
Methylester, die aus den Faeces des Himatoporphyriekranken 
Petry von mir selbst dargestellt und analysiert worden sind. 

Anmerkung. Ein von mir schon vor langen Jahren an 
eiem itherléslichen Porphyrin aus Sulfonalharn*) erhaltener 
spektralanalytischer Befund, der gut auf Koproporpbyrin paBt, ist 
bislang unbeachtet geblieben. Ich erwiihne ihn, um zu zeigen, 
daB schon vor H. Fischer die Extraktion des Harns mit Essig- 


') Vgl. A. Papendieck, Diese Zs. Bd. 144, S. 60 (1925) 
*) O. Schumm, Diese Zs. Bd. 134, S. 243 (1924). 
*®) Vgl. Abschnitt V, S. 237. 

Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie, CLIII. 16 
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siure und Ather zur Abscheidung von Blutfarbstoffderivatey 
angewandt worden ist; eine Tatsache, die H. Fischer be. 
ziiglich des Porphyrins wohl nicht bekannt ist. Abnlich 
steht es mit der Methode der Reinigung atherischer Porphyrin. 
lésungen durch Ausschiitteln mit Salzsiiure und erneutes Uber- 
fihren in Ather, tiber deren Anwendung schon vor H. Fischer 
von V. Arnold berichtet worden ist. 


Spektrochemische Reaktionen des atherléslichen 
Porphyrins aus normalem Harn. 


1. Lésung in schwach essigsiurehaltigem Ather 
I, 623,6; Il. unsym., Max. (violettw.) 568,4; III. 526.4; IV. un- 
gefahr 496. 

2. Losung in 25°, iger Salzsaure: I. 593,0; IL. 550,2. 
Beim Schiitteln der Lésung mit gleichviel Chloroform geht das 
Porphyrin nicht in Chloroform. 

3. Lésung in n/10-Kalilauge: I. 617,5 (mit schwachem 
Nachschatten auf ungefahr 609); I]. unsym., Max. (violettw.) 
etwa 566,0; ILI. sym. 537,7; IV. nicht ganz sym., etwa 503,5. 

4. Lésung in konz. Schwefelsiure: I. 594,5; II. 550.8. 

5. Kisenkomplexverbindung (nach Zaleski dargestellt 
in Pyridin und wenig Hydrazinhydrat: I. etwa 548,0. 

6. Lésung des Methylesters in Chloroform: I. sym. 
scharf begrenzt 621,3; I. unsym., Max. (violettw.) 566,5; III. ziem- 
lich sym. 533,5 (Mitte); LV. angenihert 501,5. Nach dem Schiit- 
teln mit gleichviel 25°/, iger Salzsiure in der Chloroformschicht: 
I. 599,6; Ii]. 556,2, in der Salzsiureschicht kaum eine Spur 
Farbstoft. 

7. Lésung des Methylesters in Tetrachlorkohlen- 
stoftf: I. 625,0; LU. unsym., Max. (violettw.) etwa 569,0; III. 533,7; 
IV. ungefahr 500,5. 

Anmerkung. Die rohen Farbstoffniederschlige des nor- 
malen Harns ergaben nach modglicher Entfernung des ither- 
léslichen Porphyrins beim Verestern mit Methylalkohol?) noch 
kleine Mengen Porphyrinester, deren spektrometrische Werte 





1) Um die Masse zu verestern, habe ich sie (teils mit Salzsiiure) 
vorher eingedampft. 
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yon Fall zu Fall bald auf ein Gemenge von Koproporphyrin 
and Uroporphyrin (z. B. I. 623,6; I1.567,0; ILI. 534,5; IV. 501,8), 
bald ungefahr auf Uroporphyrin paBten. 


II. Uber das atherlésliche Porphyrin der menschlichen Galle. 


Es wurde aus der mit Alkohol und Ather vorbehandelten 
frischen Fistel-Galle durch Ausziehen mit Eisessig und Ather 
gewonnen. Der in nur sehr geringer Menge erhaltene Farbstoff 
zeigte folgende Kigenschaften: 

1. Lésung in 25°/,iger Salzsaure: J. 593,5; IL. 550,3. 
Beim Schiitteln der Lésung mit gleichviel reinem Chloroform 
blieb der Farbstoff vollstindig in der Salzsiure. 

2. Lésung in schwach essigsiurehaltigem Ather: 
I, 623,6; Il. unsym., Max. (violettwarts) 568,5; IIT. 526,5; 
(V. ungefahr 496,0. 

Demnach ist das itherlésliche Porphyrin der menschlichen 
Fistelgalle héchstwahrscheinlich Koproporphyrin. 


III. Uber das atherlésliche Porphyrin des menschlichen 
Mekoniums. 

Bei der Untersuchung von mindestens 50 verschiedenen 
Proben menschlichen Mekoniums habe ich ausnahmslos die 
Anwesenheit eines Porphyrins feststellen kénnen, dessen L6- 
sungen in schwach essigséurehaltigem Ather und in 25°), iger 
wiBriger Salzsiure sich spektralanalytisch wie die des Kopro- 
porphyrins verhielten. 

Zur Verarbeitung des Mekoniums bediente ich mich des 
bei Faeces itblichen Verfahrens: Reinigung mit Alkohol—Ather, 
Extraktion mit Eisessig, Verdiinnen mit Ather, Waschen des 
Athers, Uberfiihren des in Ather vorhandenen Porphyrins in 
Salzsiure und Reinigung in der iiblichen Weise. 

Das bei der Verarbeitung vieler Mengen Mekonium ge- 
sammelte Porphyrin wurde in iiblicher Weise gereinigt und 
mit den im Abschnitt IV aufgefiihrten spektrochemischen Re- 
aktionen genauer untersucht. 

Ein Unterschied gegen Koproporphyrin hat sich dabei 
nicht ergeben; auch bei der Reaktion mit Brom verhielt sich 


der Farbstoff genau wie reines Koproporphyrin. 
16* 
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IV. Uber das Porphyrin des Harns bei Bleikrankheit. 


In allen Fallen von Bleikrankheit, bei denen ich eine Kp. 
héhung des Porphyringehalts nachweisen konnte, war sie min- 
destens zum gréBten Teile durch ein itherlésliches Porphyrin 
bedingt. Bei der genaueren Untersuchung von 15 Fallen sicherey 
Bleikrankheit (mit stark vermehrtem Porphyringehalt) habe ich 
in keinem Falle eine einwandfrei identifizierbare Menge Uro. 
porphyrin erhalten. Die zugehérige Fraktion ergab  regel- 
maBig nur einen kleinen Rest Porphyrin, dessen spektro- 
metrische Werte auf ein Gemisch aus Koproporphyrin und 
Uroporphyrin passen; es besteht also die Méglichkeit, daf bei 
der Bleikrankheit ein kleiner Bruchteil des Harnporphyrins 
aus Uroporpbyrin besteht. 

Fiir das itherlésliche Porphyrin des Bleiharns habe ich 
schon friiher nachgewiesen, daB es hoéchstwahrscheinlich aus 
Koproporphyrin besteht. Ich habe die Untersuchung inzwischen 
fortgesetzt und feststellen kénnen, daB das Porphyrin sich auch 
bei einigen erst neuerdings eingefiihrten spektrochemischen 
Koproporphyrin-Reaktionen genau wie H. Fischers Kopro- 
porphyrin aus den Faeces des Himatoporphyriekranken Petri 
verhalt. Wie sehr es vorherrscht, erkennt man schon daraus, 
daB Gemische der Harne mit starker Salzsiure, die ungefiihr 
25°/, HCl enthalten, die Streifen des Porphyrinspektrums auf 
ungefihr 593/94 und 550/51, also angenihert in derjenigen 
Lage zeigten, die fir Lésungen von reinem Koproporphyrin 
in 25°/, iger waBriger Salzsiure festgestellt sind. ') 

Zur Verarbeitung des Harns dienten folgende Verfahren: 

1. a) Erschépfende Extraktion mit Essigsiiure und Ather 
ergibt die Hauptmenge des atherléslichen Porphyrins, das, wie 
iiblich, tiber Salzsiure und Ather gut gereinigt und teils in 
dieser Form, teils nach Uberfiihrung in den Methylester mit 
den unten angegebenen Reaktionen gepriift wird. 

b) Ausfallen des extrahierten Harns mit Alkalilauge, Ab- 
filtrieren, Auswaschen und Trocknen des Niederschlags. Prii- 
fung eines Teils durch Auflésen in einem groBen UberschuS 





') O. Schumm, Diese Zs. Bd. 98, S. 123 (1916). 
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25°/,iger Salzsiure und Bestimmen des Spektrums, Verestern 
der Hauptmenge mit Methylalkohol und gasférmiger Salzsiure, 
Verdinnen des eisgekiihlten Veresterungsproduktes mit Eis, 
Alkalisieren mit Soda unter Kiskiihlung und Ausschiitteln mit 
Chloroform, Waschen und Verdampfen des Chloroforms, Aus- 
ziehen des Riickstandes mit Chloroform und Priifung mit den 
unten beschriebenen Reaktionen. 

2. Ausfillen des Harns mit Alkalilauge nach Garrod 
nétigenfalls nach vorherigem Zusatz von Calciumphosphatlésung), 
Abfiltrieren und Auswaschen des Niederschlags. Dieser wird 
nach einem der folgenden Verfahren verarbeitet: 

a) Erschépfende Extraktion mit viel EHisessig und Ather 
‘ergibt einen groBen ‘Teil des atherléslichen Porphyrins), Aus- 
waschen des Riickstandes mit Ather, Trocknen, Verestern mit 
Methylalkohol und gasférmiger Salzsiure, Abscheiden des 
Porphyrinesters in der oben angegebenen Weise; Priifen in 
Chloroform, Verdunsten der Chloroformlésung, Ausziehen des 
trocknen Riickstandes mit Tetrachlorkohlenstoff, Priifen der 
Lésung, Aufnehmen des Ungeliéstgebliebenen mit Chloroform, 
Priifen der Loésung; oder 

b) Auflésen des Niederschlags in Salzsiure. Verdiinnen 
mit Wasser, Uberfithren des iitherléslichen Porphyrins mit 
\atriumacetat in Ather (Priifung des Ungelésten auf Uropor- 
phyrin, gegebenenfalls durch Verestern), Ausschiitteln des ge- 
waschenen Athers mit Salzsiure, Reinigung des Porphyrins 
durch erneutes Uberfiihren in Ather usw. 

3. Ausfallen des Harns mit wenig Lauge, des Filtrats mit 
iberschiissigem Bleiacetat, gesonderte Untersuchung beider 
Niederschlige auf Koproporphyrin und Uroporphyrin, im wesent- 
lichen in der unter 2. angegebenen Weise. 

4, Ausfiillen des Harns mit neutralem und basischem Blei- 
acetat, Verarbeitung der Niederschliige: entweder a) durch His- 
essig—Atherextraktion usw. oder b) durch Salzsiureextraktion 
usw. (s. unter ,,2.), oder c) durch Trocknen und Verestern usw. 

5. Kinzelne Tagesmengen wurden versuchsweise nach an- 
deren Fallungsmethoden (z. B. mit Bariumchlorid und Barium- 
hydroxyd) verarbeitet. 
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Bei der Uberfiihrung des Porphyrinesters aus den yey. 
esterten Mengen der Harnfallungen in Chloroform bildete; 
sich haufiger Emulsionen, die am besten durch Zentrifugierey 
der Massen getrennt wurden. 

Wenn es sich nur darum handelt, aus griBeren Menger 
von Schmieren den Ester des Koproporphyrins zu isolieren, so 
eignet sich besonders die Behandlung mit Tetrachlorkohlenstof 


Spektrochemische Reaktionen des itherléslichen 
Porphyrins aus dem Harn Bleikranker. 


1. Lésung in schwach essigsiurehaltigem Athe: 
I. sym. Streifen 623,5; I. unsym., Max. (violettw.) 568,2; IL. un- 
sym., Max. (rotw.) 526,6; IV. starker Streifen an der Grenze vou 
Griin zu Blau. 

2. Lésung in n/10- bis n/5-Kalilauge: I. 617,0! 
II. unsym., Max. (violettw.) etwa 566,0; III. 539,0; IV. ungefihr 
506,5. 

3. Lésung in waBriger 25°/,iger Salzsaure: [.593,0 
IT. 550,0; IIL. 405,5.?) 

Schiittelt man die Lésung des Farbstofis in 25°/, ige: 
oder schwicherer Salzsiure mit gleichviel reinem Chloroforn 
bleibt der Farbstoff vollstandig in der Salzsiure. 

4, Lisung in etwa 98°/,iger Schwefelsaure: I. etwa 
594; Il. etwa 551. 

5. Koproporphyrinreaktion mit wiBriger Brom- 


?) 


lésung*): Ausfall wie bei reinem Koproporphyrin aus de 


1) Bei dem Streifen I. zeigten sich einige Male kleine Abweichunge: 
z. B. fand ich das Maximum auf 618,5; 618,0; 616,0. Das beim Ver 
dampfen des Atherauszugs aus Harn zuriickgebliebene Rohporphy:' 
gab schon nach dem Auflésen in verdiinnter Kalilauge ziemlich gena’ 
das Spektrum von Koproporphyrin. 
1. 6165 564,3 588 504 
2. 618 566 540 505 
3. 616,5 565 539 004 
4, 616,5 564,5 538 502 und ahnilich. 
2) Spektrophotographisch bestimmt (Gitterspektrograph). 
3) 0. Schumm, Spektrochemische Reaktionen an Porphyrinen uni 
Haematinen, I. Uber den Nachweis von Koproporphyrin, Diese Zs. noc! 
im Druck. 
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Faeces des Hamatoporphyriekranken Petry; die bezeichnenden 
Absorptionsstreifen werden bestimmt zu 499,5 und 471.') 

6. Lésung des Methylesters*) in Chloroform’): 
I. sym., schmal, scharf abgegrenzt 621,2; Ia. sehr zart auf 
ungefiihr 595; IJ. unsym., Max. (violettw.) 566,5; III. 333,5; 
IV. ungefihr 500. Nach dem Schiitteln mit ungefahr gleichviel 
25°/,iger Salzsiure Ubergang einer Spur Farbstoff in die Salz- 
siure, so daB der Streifen III. auf 550,3 eben bestimmbar ist. 
Spektrum der Chloroformschicht: I. 599,3; I]. 577,3; ILI. Streifen 
mit zwei feinen Maxima, dazwischen deutliches Minimum auf 555,5. 

7. Lésung des Methylesters in Phenol‘): I. Streifen 
mit zwei Maxima: a) ungefaihr 617,0; b) (stirker als a) 605,0; 
Mitte des Streifens 610.5; Il. unsym., Max. (violettw.) 560,3; 
[1]. unsym., Max. (rotw.) 539,0; IV. breiter Streifen mit undeut- 
lichem Max. (violettw.), Mitte ungetiihr 503,0. 

8. Lésung des Methylesters in Tetrachlorkohlen- 
stoff5): Streifen I. sym., schmal, scharf abgegrenzt 625,2; 
la. zarter Streifen, etwa 599,5; II. unsym., Max. (violett) 570,6; 
IlI. 5383 (Mitte); IV. etwa 499,0. 

9. Eisenkomplexverbindung (nach Zaleski dargestellt) 
in Pyridin nach Zusatz von wenig Hydrazinhydrat: 
l. 547,4; Ll. ungefahr 518. 


V. Uber das Porphyrin des Harns bei chronisch-toxischer 
Sulfonal- (bzw. Trional-) Hamatoporphyrie. 
Im Jahre 1910 hatte ich Gelegenheit, einige Proben Harn 
eines Falles von Sulfonal-Haimatoporphyrie zu untersuchen. 





1) Wir fiihren die Reaktion neuerdings auch mit alkoholische: 
Bromlésung aus. — Die Probe mit Brom hat sich als wertvolles Hilfs- 
inittel zur Unterscheidung verschiedener Porphyrine erwiesen. Uropor- 
phyrin gibt ein ‘ihnliches Streifenpaar (etwa 503 und 476). Die tibrigen 
gepriiften Porphyrine verhalten sich ganz anders. 

2) Durch Umscheiden aus der Chloroformlésung mit Methylalkohol 
nach dem Vorgange H. Fischers) gereinigt. 

5) O.Schumm, Diese Zs. Bd. 136, S. 243 (1924). 

*) Vgl. O. Schumm, Spektrochemische Reaktionen einiger Por- 
phyrine und ihrer Methylester, Diese Zs. Bd. 136, S. 260 (1924). 

5) O. Schumm, a.a. O., 8. 269 (1924). 
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Aus der an einer weniger leicht zuginglichen Stelle!) er- 
schienenen Mitteilung seien einige Ergebnisse angefiihrt. Der 
porphyrinreiche Harn war dunkelbraunrot wie alter Bor- 
deauxwein. 

A. Untersuchung des frischen Harns mit dem Gitter- 
spektrometer: Spektrum des Harns in 1 cm Schichtdicke: 
I. ziemlich breiter, verwaschener Streifen im Orange, dunkelste 
Stelle auf 615; II. schmilerer aber dunklerer Streifen im Gelh, 
dunkelste Stelle auf 576; von 546 bis 462 vollstandige A)- 
sorption, so daB nur das Violett frei bleibt. 

B. Die spektrophotographische Untersuchung des Harns 
bei verschiedener Schichtdicke ergibt 5 Absorptionsstreifen: 
I. 614; IL. 576; ILI. 538; IV. 501 (V. 477). 

C. 1. Durch Ansduern des Harns mit Essigséure und 
Ausschiitteln mit Ather lieB sich neben etwas ,,Urobilin“ nur 
eine sehr kleine Menge eines Farbstofis gewinnen, der, in 
Amylalkohol gelést, folgendes Spektrum gab: J. angeniihert 
622,0; Ul. 570,0; II. 532,0; IV. (2. T. durch Urobilin be- 
dingt) 498,0. 

2. Kine fast vollstandige Entfairbung des Harns lief sich 
durch wa8Brige Zinkacetatlésung bewirken. Aus dem _ ge- 
waschenen Zinkniederschlag lieB sich ein Teil des Farbstofis 
mit 1°/,iger Sodalésung ausziehen. 

3. Der in dem Harn durch Zusatz von Bariumchlorid und 
Barytwasser”) erzeugte, farbstoffreiche Niederschlag wurde nach 
dem Auswaschen mit einer Mischung aus 1 ccm konzentrierte? 
Schwefelsiure und 30 ccm Alkohol verrieben und filtriert. Die 
nunmehr nur noch schwach schwefelsiurehaltige Fliissigkeit 
gab das Porphyrin-Saurespektrum. Sie wurde spektrophoto- 
graphisch untersucht. Bei der Ausmessung der Spektrogramme 
ergaben sich fiir den Ort der drei Hauptstreifen folgende Werte: 
594,0: 550,0; 408,0. 

Aus dem Rest des verfiigbaren Harns wurde der Farb- 


) O. Schumm, Mitteilungen a. d. Hamb. Staatskrankenanstalten 
Bd. XII, S. 197 (1911). 


2) Nach E. Salkowski, Uber Vorkommen und Nachweis des 
Hamatoporphyrins im Harn, Diese Zs. Bd. 15, S. 286 (1891). 
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stofi durch Zusatz wiiBriger Zinkacetatlésung abgeschieden, der 
Niederschlag gewaschen, an der Luft getrocknet und in einem 
dicht verschlossenen Wageglas vor Licht geschiitzt aufbewahrt. 
Ich habe ibn kirzlich folgendermaBen untersucht: 

az) Kin Teil wurde in wenig 25°/,iger Salzsiiure geldst 
und mit so viel derselben Saéure verdiinnt, daB der HCl-Gehalt 
zu fast 25°/, geschitzt werden konnte, Spektrum: I. 597,0; 
ILI. 553,5. 

8) Kin Teil wurde in sehr schwach salzsiurehaltigem 
Alkohol gelést und mit Bromwasser') auf Koproporphyrin ge- 
pratt; der negative Ausfall zeigt, daB Koproporphyrin héchstens 
in ganz geringer Menge beigemischt sein konnte. 

vy) Kin gréBerer Teil wurde mit 1°/, HCl enthaltendem 
Methylalkohol verestert. Spektrum des Esters in reinem Chloro- 
form: 1, 626,0; IL. unsym., Max. (violettwarts) 571,0; IIT. 536.5; 
(V. ungefahr 503,5). Nach dem Durchschiitteln mit gleich- 
viel 25°/, iger Salzsiure in der Chloroformschicht: I. 605,5; 
lll. Streifen mit zwei femen Maxima, Minimum (ungefaihr = 
Mitte) 561,0. Die Hauptmenge des Esters wurde durch Kochen 
mit 3°/,iger Kalilauge am RiickfluBkiihler verseift. Die mit 
etwa gleichviel Wasser verdiinnte Lésung gab das Spektrum: 
. 611,7; IL. 560,38; IL. 538,5 (LV. ungefahr 507), auBerdem 
einen Schatten auf ungefahr 585,0. Ein Teil des Esters, in 
98 °/,iger Schwefelsiure gelést, gab das Porphyrin-Saure- 
spektrum: I. 599,5; IIT. 555,1.7) 

Die an dem Porphyrin festgestellten Kigenschaften zeigen 
eine nahezu vollkommene Ubereinstimmung mit denen von 
H. Fischers Uroporphyrin. Bei keiner Probe hat sich ein 
irgendwie deutlicher Unterschied von Uroporphyrin ergeben. 
Nach dem jetzigen Stande unserer Kenntnisse muB der Farb- 
stoff als Uroporphyrin oder ein ihm 4uferst nahestehendes 
Porphyrin bezeichnet werden; folgende Porphyrine: Meso- 
porphyrin, Koproporphyrin, Haimatoporphyrin-Nencki, «-Por- 
phyroidin (somit auch Papendiecks Porphyrin), «-Phyllopor- 


1) O. Schumm, a.a.O., Diese Zs. noch im Druck. 
*) Vel. a. a. O., Diese Zs. noch im Druck. 
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phyrin, #-Phylloporphyrin, Hamoporphyrin, Kopratoporphyri: 
kénnen mit Sicherheit ausgeschlossen werden. 

Der Rest des rohen Priparats wurde in Salzsiure gelist, 
mit Wasser verdiinnt, mit Natriumacetat im Uberschu8 ver. 
setzt und mit Ather ausgeschiittelt; im Ather lieB sich keir 
Porphyrin nachweisen. Damit wird das Ergebnis der Reaktior 
mit Brom (negativ fiir Koproporphyrin) und der friitheren Unter- 
suchung des frischen Harns (nur geringe Menge itherléslichen 
Porphyrins mit dem Spektrum von Koproporphyrin in Amy!- 
alkohol) bestitigt. 

Zum SchluB fiithre ich das Ergebnis der bei A. Ellingers' 
Fall von ‘Trional-Himatoporphyrie von mir ausgefiihrte: 
spektroskopischen Untersuchung an. 

Spektrum des Harns in ?/, cm Schichtdicke: 

Schwacher symmetrischer Streifen auf 616. 

Von 580 ab starke allgemeine Verdunklung des Spektrums. 
Spektrum des mit '/,—1 Volumen Wasser verdiinnten Harns 

I. Symmetrischer Streifen auf 616, 

II. Unsymmetrischer Streifen, dessen Mitte auf 571, dessen 
dunkelste Stelle aber auf 564 liegt. 

III. Symmetrischer Streifen auf 5387/,. 

IV. Annithernd symmetrischer Streifen auf etwa 499. 

I. und II. etwa gleich dunkel, III. dunkler, IV. noch: 
dunkler. Der mit gleichviel 25°/,iger Salzsiiure versetzte Har» 
gibt das ,saure Himatoporphyrinspektrum“. 

Bei Zusatz von 10 Tropfen Eisessig zu 20 cem Harn 
scheidet sich fast augenblicklich ein brauner Farbstoff in 
Flocken aus. Der abfiltrierte und mit Wasser gut ausgewaschene 
Farbstoft ist in Salzsiure, Sodalésung, Natriumbicarbonatlésung, 
Kalilauge léslich. 


Verhalten der Lésungen dieses Farbstoffs. 


A. Lésung in 25°/,iger Salzsiure: Violettrot, typisches 
 Saures Porphyrinspektrum“: 


1) A. Ellinger u. O. Riesser, Zur Kenntnis des im Harn nach 
Trionalvergiftung auftretenden Porphyrins, Diese Zs. Bd. 98, S. 4 (1916). 








— 
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J. Symmetrischer Streifen auf 5963/,. 

IJ. Zarter Streifen auf etwa 577. 

III. Symmetrischer Streifen auf 553°%/,. 

IV. Sehr schwacher Streifen auf ungefahr 527. 

i : ~ . 513. 

Anm. Héamatoporphyrin-Nencki, zum Vergleich neu ge- 
messen: I. 595; IL. etwa 575; ILI. 551°/,; IV. 526; V. 511. 

B. Lésung in 1 °/,iger Sodalésung: Typisches ,alkalisches 
Porphyrinspektrum*: 

I. Symmetrischer Streifen auf 610'/,. 

II. Unsymmetrischer Streifen. Maximum rechts von der 
Mitte auf 558?/,. 

III. Symmetrischer Streifen auf 538%/,. 

IV. Annihernd symmetrischer Streifen auf 504. 

C. Lésung in n/10-Kalilauge: rot, typisches ,,alkalisches 
Porphyrinspektrum“: 

I. Symmetrischer Streifen auf 611. 

IJ. Unsymmetrischer Streifen. Maximum rechts von der 
Mitte auf 559. 

III. Symmetrischer Streifen auf 538?/,. 

IV. “ m » weey.. 

(Andeutung eines Streifens auf ungefihr 462). 

Anm. Bei Himatoporphyrin-Nencki liegt der Streifen |. 
auf 619! Am niachsten Morgen ist die Lésung ,,C.“ gelblich- 
rot, zeigt die angegebenen Streifen abgeschwicht, auBberdem 
aber einen duBerst starken symmetrischen Streifen im Blau 
auf 4621/,, der beim Ansiuern mit HCl verschwindet, bei 
erneutem Alkalisieren mit KOH allmahlich wieder ent- 
steht.?) 

Anm. Am nichsten Tage aus einer weiteren Portion des 
mit Chloroform konservierten) Harnes mit Essigsiiure aus- 
gefillter Farbstoff zeigt in HCl- wie in KOH-Lésung dieselben 
Spektra wie bei A. und C. beschrieben; jedoch erleidet die 
Lésung in n/10-KOH schon in wenigen Minuten die be- 


') Vgl. das analoge Verhalten des Hiimatoporphyrin - Nencki, 
Schumm, Diese Zs. Bd. 90, S. 12 (1914). 
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schriebene Verianderung (Auftreten des starken Streifens av{ 
4621/,). Im Gegensatz hierzu zeigen die Lésungen des Far)- 
stoffes in Natriumbicarbonat- sowie in Natriumcarbonatlésung, 
auch nach mehrstiindigem Stehen im Licht, die beschriebene 
Erscheinung nicht. 


Spektrophotogrammetrische Untersuchung. 


Lésung des aus dem Harn durch Kssigsiure gefiallten 
Farbstofts in 25°/,iger Salzsiure: I. 597,5; IL. etwa 576,5: 
III. 553,9; IV. 411,38. 


VI. Uber das Porphyrin des Harns bei akuter Hamatoporphyrie 
und Hamatoporphyrinogenurie unbekannter Ursache. 


Bei einem derartigen Fall, iiber den ich im Jahre 1913" 
gemeinsam mit HK. Roedelius berichtet habe, verhielt sich der 
frische Harn der ersten Krankheitstage folgendermaBen: deut- 
liche Absorptionsstreifen auf 616 und 537, schwacher Streifen 
auf angenihert 575, sehr starker Streifen auf 495. Die Liésung 
des nach Garrod dargestellten rohen Farbstoffniederschlages 
in einem groBen UberschuB 25 °/,iger Szlzsiure gab das Spek- 
trum I. 596,0; ILI. 553,0, die Lésung des nach einem Ver- 
fahren von Salkowski (Alkoholfillung) dargestellten rohen 
farbstofthaltigen Niederschlages in Wasser: I. 611,0; LI. 570,0; 
UI. 540,0; IV. 503,0. 

Aus einer der Harnportionen habe ich durch Zusatz 
wiBriger Zinkacetatlésung den Farbstoff ziemlich vollstindig 
ausfallen kénnen, ihn gewaschen, getrocknet und seitdem in 
einem gut verschlossenem Glase lichtgeschiitzt aufbewahrt. 
Dieses Priaparat habe ich kiirzlich unter Mitbenutzung der 
neueren spektrochemischen Identititsreaktionen gepriift und 
dabei folgendes gefunden: 

1. In wenig 25°/,iger Salzsiture gelést und mit derselben 
Salzsiure so weit verdiinnt, daB die Lésung fast 25°/, HU 
enthialt, Porphyrin-Siurespektrum: |. 597,0; III. 553,5. 

2. In etwa 98°/, iger Schwefelsiiure gelést: I. 599,8 
Ill. 555,3. 





1) Zs. f. urolog. Chirurgie Bd. IIT, S. 112 (1914). 
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3. Lésung in Salzsiiure mit Natriumacetat im UberschuB 
versetzt und mit Ather ausgeschiittelt; der Ather zeigt auch 
nach dem Kinengen kein Porphyrinspektrum. 

4. Lésung in sehr schwach salzsiurehaltigem Alkohol mit 
Brom auf Koproporphyrin gepriift: negativ. 

5. Hauptmenge mit salzsiurehaltigem Methylalkohol ver- 
estert. Lésung des Esters in reinem Chloroform: I. 625,8; 
Il. unsym., Max. (violettwarts) 570,5; ILI. 537,2; IV. ungefahr 
506,0, auBerdem ein schwacher Schatten auf angenihert 650. 
Nach dem Durchschiitteln mit gleichviel 25°/,iger Salzsiure 
in der Chloroformschicht: I. 605,5; II]. 560.8. Der Rest des 
Esters wurde durch Kochen mit 3°/,iger Kalilauge verseift, 
die Fliissigkeit mit gleichviel Wasser verdiinnt und filtriert; 
Spektrum: I. 611,5; U1. unsym., Max. (violettwirts) etwa 559,8; 
Il]. 539,0; IV. ungefahr 505,5; auBerdem je ein Schatten auf 
ungefihr 642 und 583. 

Anm. Der Vollstandigkeit halber, gleichzeitig zum Be- 
weise der langen Haltbarkeit des (vor Licht geschiitzten) Farb- 
stoffs, auch in seiner natiirlichen Lésung, fiihre ich das Er- 
gebnis einer Untersuchung an, die ich mehrere Jahre nach 
der ersten Untersuchung am Rest des unter Chloroform- 
zusatz aufbewahrten Harns dieses Falles ausgefiihrt hatte. 

Die ganze Menge (800 ccm) dunkelbrauner Harn wurde 
mit viel Kisessig versetzt; die Beobachtung in diinner Schicht 
lieB auch nach 1/, stiindigem Stehen keinerlei Triibung erkennen. 
Ich habe die Fliissigkeit dann unter haufigem Schiitteln einige 
Tage stehen gelassen, durch ein kleines analytisches Harttilter 
filtriert und das Filter nachgewaschen. Es enthielt einen sehr 
geringen braunen Belag, den ich in verdiinnter Kalilauge léste. 
Aus der filtrierten Fliissigkeit lieB sich der Farbstoff trotz 
seiner geringen Menge durch Kssigsiiure leicht in Fléckchen 
ausfallen. Er unterscheidet sich dadurch vom Koproporphyrin, 
das nach den von mir oft bestitigten Angaben H. Fischers 
Wenigstens voriibergehend kolloidal gelést bleibt. Nachdem 
ich die Unléslichkeit des Farbstoffs in essigsiurehaltigem Ather 
festgestellt hatte, bestimmte ich das Spektrum von Lisungen 
in n/10-Kalilauge und 25°/,iger waBriger Salzsiure. 
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Lésung in n/10-Kalilauge: Streifen L sym., 611,5; 
Il. unsym., Max. (violettwirts) 559,0; LT. sym., 538,5; IV. nicht 
ganz sym., Max. (violettwirts) ungefahr 501,0. (Nachdem die 
Lésung 5—10 Minuten vor dem Apparat gestanden hatte, er. 
schien ein deutlicher 5. Streifen im Blau auf 462). 

Lésung in 25°/,iger Salzsaiure: I. 596,6; IL. 577,0; 
II]. 553,3. 

Bei beiden Spektralreaktionen verhilt sich der Farbstofi 
wie H. Fischers Uroporphyrin.}) 

Bei diesem Falle akuter Himatoporphyrie unbekannter 
Ursache ist in weit iiberwiegender Menge, ja fast ausschlieBlich, 
ein Porphyrin vorhanden, das die spektrochemischen Reaktionen 
von H. Fischers Uroporphyrin gibt und in den von mir ge- 
priiften Kigenschaften mit dem Porphyrin meines Falles von 
Sulfonal—Hamatoporphyrie itibereinstimmt. 

Besonders beachtenswert ist der Umstand, daB die Farb- 
stoffe der beiden Fille nach ‘thnlich langer Aufbewahrung 
(14 bzw. 12 Jahre) ganz iibereinstimmendes Verhalten zeigten. 
Fiir die Annahme, daB bei der akuten Himatoporphyrie un- 
bekannter Ursache ein anderes Porphyrin vorlage als bei der 
Sulfonal— oder Trional—Haimatoporphyrie, hat sich keinerlei 
Anhaltspunkt ergeben. 

Die von mir schon friiher ausgesprochene Ver- 
mutung, daB die Porphyrinausscheidung bei Blei- 
krankheit sich von der hochgradigen Haimatoporphy- 
rinurie bei Sulfonalvergiftung und kongenitaler Hi- 
matoporphyrie durch die Art des vorwiegend aus- 
geschiedenen Porphyrins unterscheide, wird durch 
meine neuen Untersuchungen als richtig erwiesen. 


VII. Uber Kopratin und Kopratoporphyrin. 


Zur Gewinnung des Kopratins bzw. Kopratoporphyrins 
dienten die Faeces eines jungen Mannes, der vorher gréBere 
Mengen Blutwurst, in spiteren Versuchen «-Himatin {nach 
v. Zeynek dargestellt) genossen hatte. 


1) O. Schumm, Diese Zs. Bd. 98, 5. 123 (1916). 
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Aus den Faeces wurde gleichzeitig das darin vorhandene 
Porphyrin dargestellt. 

Wir wahlten diejenigen ‘lagesmengen Faeces, die neben 
Hiimatin einen besonders hohen Kopratingehalt aufwiesen, und 
verarbeiteten sie in der friiher befolgten Weise: Reinigung 
mit Alkohol—Ather, Extraktion mit Kisessig; Eisessigextrakt 
mit Ather verdiinnt, gut gewaschen und durch wiederholtes 
Ausschiitteln mit klemen Mengen 5—6°/, iger Salzsiure von 
yorhandenem Porphyrin befreit. Der Ather wurde gewaschen, 
verdampft, der das Gemisch aus Himatin und Kopratin ent- 
haltende Riickstand mit Petroliither gewaschen, in Kisessig 
gelist und bei 15—25° der Kinwirkung von Hydrazinhydrat 
unterworfen.!) Das entstehende Gemenge aus e@-Porphyroidin 
und Kopratoporphyrin wurde in Ather gebracht, die Essigsiure 
aréBtenteils herausgewaschen und der Ather mit 5°/, iger Salz- 
siure ausgeschiittelt. Die salzsaure Porphyrinlésung wurde 
zur Kntfernung des «-Porphyroidins erschépfend mit reinem 
Chloroform extrahiert, filtriert und mit Natriumacetat und 
Ather behandelt. Die so gewonnene iitherische Lésung wurde 
von HKssigsiure durch Waschen méglichst vollstiindig betreit, 
spektroskopisch gepriift und verdampft. Der Riickstand wurde 
in verdiinnter Kalilauge gelést, mit Essigsiure ausgefillt und 
gewaschen (= Kopratoporphyrin aus Kopratin). 

Die in der zuvor beschriebenen Weise aus den Faeces 
dargestellte Lisung des vorgebildeten Porphyrins wurde in 
gleicher Weise mit Chloroform behandelt. Das in der Salz- 
siure verbliebene Restporphyrin hatte nicht regelmibig die 
gleiche Zusammensetzung. Bei einzelnen Mengen Faeces hat 
das chloroformunlésliche Porphyrin gréBtenteils aus Koprato- 
porphyrin bestanden, bei anderen aus einem Gemisch dhnlicher 
Mengen von Koproporphyrin und Kopratoporphyrin, hiufiger 
vorwiegend oder fast ganz aus Koproporphyrin. 

Ks sei hervorgehoben, da alle Versuche an demselben 
jungen Manne ausgefiihrt worden sind. 

Bei einem zweiten, etwa gleichalterigen jungen Manne 


) A. Papendieck u. K. Bonath, Diese Zs. Bd. 144, S. 60 (1925). 
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fand ich in einer allerdings kiirzeren Versuchsperiode nav} 
GenuB von gekochtem Blut in den Faeces neben dem 
chloroformléslichen Porphyrin von Papendieck nur Kopro- 
porphyrin, kein vorgebildetes Kopratoporphyrin. Das aus 
dem Kopratin dieser Faeces durch Spaltung gewonnene 
Kopratoporphyrin verhielt sich genau so, wie in allen iibrigen 
Fallen. Es erscheint demnach nicht zulissig, die bei meiner 
Hauptversuchsperson festgestellten Verhiltnisse ohne weitere; 
zu verallgemeinern. Hochst auffallend war bei dem Genannten 
die verhiltnismibig groBe Menge vor vorgebildetem chloro. 
formunléslichen Porphyrin. Aus einer Tagesmenge Faeces 
wurden wiederholt ungefahr 150—200 ccm einer lediglich dure’ 
Koproporphyrin schén rosa gefirbten Atherlésung gewonner, 
An der Identitit dieses Farbstoffs mit Koproporphyrin ist 
nach dem Ergebnis der verschiedenen Proben (darunter Brom- 
probe: ausgesprochen positiv) nicht wohl zu zweifeln. 

Durch meine bisherigen Untersuchungen ist bewiesen: 

Beim Menschen enthalten die einige Tage nach Ei- 
nahme von gekochtem Blut oder «-Himatin entleerten Faece: 
wechselnde Mengen von e-Hiimatin, Kopratin, Papen- 
diecks chloroformléslichen Porphyrin und Koproporphyrin: 
statt Koproporphyrin kann auch ein Gemisch aus Koprato- 
porphyrin mit mehr oder weniger Koproporphyrin auftreten. 

Das Kopratin hatte in allen Fallen die friither (Bd. 149, 8.1 
dafiir angegebenen Eigenschaften. 


Kopratin. 

Kopratin ist ein durch Darmfaulnis aus @-Hiimatin ent 
stehender, in verdiinnter Kalilauge, essigsiiurehaltigem Ather. 
Kisessig, Pyridin léslicher Farbstoff, der bei der Behani- 
lung mit Hydrazinhydrat und Hisessig das Kopratoporphyri, | 
ein durch Kisenung (nach Zaleski) in Kopratin itiberfiihr 
bares, dem Koproporphyrin in seinem allgemeinen anal): 
tischen Verhalten Ahnliches Porphyrin liefert. Kopratin 1: 
durch die ihm eigenen spektrochemischen Reaktionen eindeutis 
gekennzeichnet. Hs ist neuerdings von mir einmal in guter Aus 
beute durch Faulenlassen eines Gemisches aus Hefe und ver 
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diinntem Kaninchenblut erhalten worden, und kann auch bei 
der Fiulnis von Fleisch entstehen. Eine Riickverwandlung von 
Kopratin in ¢-Hamatin habe ich bislang nicht beobachtet. 


Kopratoporphyrin. 

Kopratoporphyrin lést sich in verdiinnter Kalilauge, essig- 
siurehaltigem Ather, Hisessig, Salzsiiure, Pyridin: gibt bei der 
Kisenung nach Zaleski Kopratin, ferner beim Kochen mit 
salzsiiurehaltigem Methylalkohol ein in Kalilauge unldsliches, 
in Chloroform leicht lésliches Veresterungsprodukt, das aus der 
konzentrierten Chloroformlésung mit Methylalkohol abgeschieden 
werden kann. Aus dem Veresterungsprodukt laBt sich durch 
Kochen mit verdiinnter (z. B. 3—5°/ iger) Kalilauge das 
Kopratoporphyrin zuriickbilden. Kopratoporphyrin hat sich bei 
den vielen daran angestellten spektrochemischen Reaktionen 
leutlich von Koproporphyrin unterschieden. Kine Verwechs- 
ung mit Koproporphyrin wire vielleicht méglich bei der 
alkalischen Loésung, deren Spektrum dem einer alkalischen 


( 
} 
i 


Koproporphyrinlésung sehr ihnlich ist. Besondere Erwiihnung 
verdient, dab Kopratoporphyrin nicht die spektrochemische 
bromreaktion des Koproporphyrins gibt und sich auch im 
Spektrum der Loésung in (98°/,) Schwefelsiure deutlich unter- 
scheidet. 


Spektrochemische Reaktionen des Kopratoporphyrins. 

1. Lésungin Ather: Hauptstreifen I. 621,3; II. Streifen 
mit 2 Maxima, a) schwach, etwa 574,0; b) stark, 566,2; IIL. un- 
sym., Max. 524,2: IV. dunkler, breiter Streifen mit teils nur 
angenihert genau bestimmbaren Maxima auf ungefihr 502,0: 
498,0; 492,5; 486.5, 483,0. 

2. Lésung in n/10- bis n/5-Kalilauge: I. etwa 618,0}): 
ll. unsym., Mitte etwa 567,5; III. ziemlich sym., 535,5: 
\V. starker Streifen auf der Grenze von Griin zu Blau. 

3. Lésung in 25°/ iger Salzsiure: I. 591,5; IL. 548,5. 

) Streifen I. hat entweder ein Maximum auf etwa 618,0 oder zwei 
schwache Maxima auf etwa 622 und 614, dabei das Minimum (etwa = 
Mitte des Streifens) auf 618,0. 

Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie, CLIII. 17 
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4. Lésung in etwa 98°/,iger Schwefelsaure: L 591.6 
Til. 548,0. 

dS. Methylester in etwa 98°/,iger Schwefelsiure 
I. etwa 592,0; III. etwa 548,0. 

6. Methylester in Chloroform: JI. 620,38; If. Max. 
b) 565,3; ILL. etwa 532,0; IV. angeniihert 498,0. 

Nach dem Schiitteln mit gleichviel 25°/,iger Salzsiur 
in der Chloroformschicht J. etwa 597,5; LI. etwa 553,5 (Ort 
des Minimums). 

7. Kisenkomplexverbindung (nach Zaleski dargestellt 
in Pyridin und wenig Hydrazinhydrat: I. etwa 545.0: 
II. viel schwiicher, ungefiihr 516,0. 

8. Kisenkomplexverbindung in ungefihr 5°/,ige 
Kalilauge + 1/, Volumen konz. Cyannatriumlésung und 
Hydrazinhydrat: J. sym., 558,5; II. breiterer Streifen mit 
schmalem Maximum auf 527,5, das dunkler ist als Streifen |. 
— a-Himatin liefert im gleichen Reaktionsgemisch die Streifen: 
I. etwa 568,5; Il. etwa 539,0. 

9, Kupferkomplexverbindung (nach Zaleski dar- 
gestellt) in Pyvridin: I. 561,5; Il. etwa 527,5. 

10. Bei der Reaktion mit Brom gibt das Koprato- 
porphyrin nicht die fiir das Koproporphyrin bezeichnenden 
Absorptionsstreifen auf 499,5 und 471,0. 


VIII. Die spektrochemische Reaktion der Eisenporphyratine 
mit Kalilauge, Cyannatrium und Hydrazinhydrat. 





Die meisten Fe-Porphyratine wurden von mir nach dem 
Verfahren von Zaleski dargestellt, das des Uroporphyrins 
durch Kochen seiner ammoniakalischen Liésung mit Stokes 
Reagens, das des Koproporphyrins nach beiden Verfahren. 

Die oben genannte spektrochemische Reaktion dient seit 
langem unter dem Namen ,,Cyanhimochromogenreaktion“ zum 
Nachweis kleiner Mengen Hiimatin. — Lést man a-Hiimatin 
in verdiinnter Kalilauge und setzt etwas konz. Cyannatrium- 
lésung und Hydrazinhydrat hinzu, so gibt die Lésung das 
Cyanhiimochromogenspektrum mit dem Ort der Streifen: I. etwa 
568,0; IL. etwa 538,0. 
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Dieselbe Reaktion la8t sich auch auf andere Fe-Porphy- 
ratine anwenden. Ich habe diese in wenig Wasser unter Zu- 
satz eines Tropfens 15°/,iger Kalilauge gelést, etwa 1/, 
derselben Lauge zugefiigt, danach das halbe Volumen der 


Volumen 


Mischung an konz. Cyannatriumlésung und zuletzt Hydrazin- 
hydrat zugegeben. Mit dieser ,,Cyanprobe“ fand ich folgende 
spektrometrischen Werte: 











Kisenkomplexverbindung von: Streifen I. Streifen II. 
|. e-Himatoporphyroidin (= Hiima- 
terindicarbonsiure) .... . 368,5 ') 538,7 *) 

2, Hiimatoporphyrin-Nencki . . . 561,0 531,0 
8. Uroporphyrm . . .. «© « « 560,5 530,7 
4. Koproporphyrin. . .... . 560,1 530,0 
5, Mesoporphyrin ....... 559,3 530,0 
6. Kopratoporphyrin . ..... 558,5 527,6 


Beachtung verdient der bei allen angenihert gleich starke 
Abstand des Streifens I. gegeniiber dem Streifen I. der wiBrig- 
alkalischen Lésung des durch Hydrazinhydrat reduzierten Por- 
phyratins; z. B. Hydrazinhydrat—Himochromogen I. 554,5; 
Cyanhimochromogen J. 568,5; Mesohimochromogen I. 544; 
Cyanmesohiimochromogen I. 559,38. Fiir die Eisenkomplex- 
verbindung von Uroporphyrin lauten die Zahlen: I. 547,5 (ohne 
Cyannatrium), mit Cyannatrium I. 560,5; fiir die des Kopro- 
porphyrins J|. 545,4 (ohne Cyannatrium), mit Cyannatrium 
lL. 560,1. 

Krwiihnt sei noch, da sich die nach Zaleski dargestellte 
Kisenkomplexverbindung des Koproporphyrins bei obiger Reak- 
tion ebenso verhielt wie ein Priiparat, das durch Kochen einer 
ammoniakalischen Lésung von Koproporphyrin mit Stokes’ 
Reagens dargestellt worden war. 


‘) Wie bei Cyanhimochromogen. 





Uber die Proteasen der Hefe. 


Sechste Abhandlung iiber pflanzliche Proteasen. 


Von 
Richard Willstitter und Wolfgang Grassmann. 


Mit 5 Figuren im Text. 


(Mitteilung aus dem Chemischen Laboratorium der Bayerischen Akademie der Wissen- 
schaften in Miinchen.) 


(Der Redaktion zugegangen am 1. Januar 1926.) 


Einleitung. 

Unsere Untersuchung greift die Aufgabe an, die Proteasen 
der Hefe mit denen der héheren Pflanzen und der Tiere i1 
bezug auf Spezifitit, Wirkungsoptima und Adsorptionsverhalten 
zu vergleichen. Den Gehalt der Hefe an _ proteolytischen 
Enzymen und die Vorgiinge bei der Hefeautolyse haben in 
grundlegenden Arbeiten zuerst M. Hahn und L. Geret?}), dann 
umfassend und eindringend K. G. Dernby?’) untersucht und 
weiterhin sind die verwickelten Verhiltnisse der proteolytischen 
Wirkungen in den Arbeiten von EK. Abderhalden und 
A. Fodor?) behandelt worden. Dernby berichtet ausfiihrlich 
iiber die frithere Literatur und faBt seine Kritik in folgenden 
Sitzen zusammen: ,Man hat nicht nachgeforscht, welche 


') Chem. Ber. Bd. 31, S. 200 u. 202 (1898); Zs, Biol. Bd. 60, S. 117 
(1900); ferner in E. u. H. Buchner u, M. Hahn, ,,Die Zymasegirung”, 
Miinchen 1903, S. 287. 

*) Biochem. Zs. Bd. 81, 8S. 107 (1917). 

3) Fermentf. Bd. 1, S. 433 (1916); Bd. 2, S. 74, 151, 211, 225 (1918 
bis 1919); Bd. 3, S. 193 (1920); Bd. 4, S. 191, 209 (1921). 
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proteolytischen Enzyme in der Hete vorhanden sind und in 
welcher Beziehung diese zur Autolyse stehen. Man hat nicht 
den Zusammenhang zwischen Wasserstoffionenkonzentration 
und Autolysevorgang festgestellt. Indem Dernby unter dem 
HinfluB der Erkenntnisse von 8S. P. L. Sérensen und von 
L. Michaelis die Abhingigkeit der Knzymreaktionen von der 
Wasserstofizahl beriicksichtigt, kommt er zu dem Ergebnis, 
daB in der Hefe, in ihren PreBsiiften und Autolysaten ein 
Gemisch von folgenden drei Enzymen vorliege: 

Das Hefepepsin spaltet genuine KiweiBstofte zu Peptonen, 
aber nicht weiter, und die optimale Wasserstoftionenkonzen- 
tration fiir diese Reaktion liegt bei p,, = 4,5. 

Die Hefetryptase vermag weder Kieralbumin noch das 
HefeeiweiB zu spalten, verdaut aber glatt Gelatine, Casein und 
Wittepepton. Das Enzym vermag jedoch nicht, diese Stoffe 
volistandig zu Aminosiiuren abzubauen. Das Optimum der 
Wasserstoffionenkonzentration liegt bei p,, = 7,0. 

Die Hefeereptase endlich ist dem Erepsin des |)armsaftes 
sehr ihnlich und spaltet rasch einfache Peptide zu Amino- 
siuren. Die optimale Wasserstoffkonzentration liegt bei 
P, = 7,8.“ 

Die nebenstehende Figur nach Dernby veranschaulicht 
die Abhingigkeit dieser drei einzelnen Enzymwirkungen von 
der Wasserstoffzahl und das Zusammenwirken der drei Kom- 
ponenten bei der Autolyse. 

Diese Auffassung schlieBt die Ergebnisse des englischen 
Botanikers 8. H. Vines?) ein, der ihnlich wie bei den Proteasen 
hdherer Pflanzen auch bei der Hefe zwei Verdauungsvorgiinge 
unterschied: die Auflésung von Fibrinflocken und die Spaltung 
von Wittepeptonen. Vines fiihrte die beiden Hydrolysen auf 
zwei verschiedene Proteasen zuriick, wovon die eine, pepton- 
spaltend, in Wasser leicht léslich, die andere, peptonbildend, 
in 2°/ iger Kochsalzlésung leichter léslich sein sollte. Die 
Vinessche Lehre von der Zusammensetzung der Pflanzen- 


') Annals of Botany Bd. 17, S. 237 (1903); Bd. 19, $8. 171 (1905); 
Bd. 23, S. 1 (1909). 
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proteasen ist in der 5. Abhandlung dieser Reihe behandel: 
worden; sie hat der Nachpriifung mit besseren analytischey 
Methoden nicht standgehalten. Es wurde dort nachgewiesen. 
daB eine einzige pflanzliche Protease sowohl Fibrin zu pepto- 
nisieren wie Pepton weiter zu hydrolysieren vermag. Dasselbe 
trifft fiir das tryptische Knzym der Hefe zu. Hinsichtlich de; 
Erepsins der Hefe, das mit der peptonspaltenden sogenannten 
Kreptase von Vines nichts gemein hat und das dem Darin- 
und Pankreaserepsin thnlich ist, stimmen unsere Beobachtungen 
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Fig. 1. Aktivitéats-p ;Kurve der 3 Hefeproteasen nach Dernby 
(Fig. 5 der Abhandl. von Dernby, a,a. QO. S. 152.) 


mit den Annahmen von K. G. Dernby itiberein, abweichend 
sind unsere Ergebnisse hinsichtlich der beiden anderen Pro- 
tease n. 

Die an erepsinfreiem Material beobachteten Wirkungei 
auf Gelatine, Pepton und denaturiertes EKieralbumin sind aui 
ein einziges Enzym zuriickzufiihren, dessen Wirkungsoptimum, 
anders als bei tierischem Trypsin, bei p,, = 5 bis 6 liegt, 
vielleicht wie bei Papain mit den isoelektrischen Bereichen der 
Substrate wechselnd. Genuines Kieralbumin vermag es niclit 
zu spalten, wie auch den Angaben von Dernby, welche die 
Analogie zum tierischen Pepsin zu sehr in den Vordergrun¢ 
stellen, nur Beobachtungen mit Kieralbumin, das durch Siiure- 
wirkung verindert war, zugrunde lagen; anderseits greift es 




















Uber die Proteasen der Hefe. 253 


Dipeptide nicht an. Die Protease vermag in der Tat bei 
sauerer Reaktion (optimal bei p,, = 5 bis 5,8) Peptone zu spalten, 
wihrend nach Dernby die in sauerer Lésung wirkende pepsin- 
artige Komponente nicht imstande sein soll, iiber die Pepton- 
stufe hinaus zu hydrolysieren. Der Wirkungsbereich des Hefe- 
trypsins, der sich von denaturierten, hochmolekularen Sub- 
straten wie Fibrin und Gelatine iiber Albuminpepton hinaus 
erstreckt, entspricht also der Spezifitiit pflanzlicher Tryptasen, 
z. B. des aktivierten Papains. Der aktivierenden Wirkung des 
Cyanwasserstoffs unterliegt die Hefeprotease in den bisher ge- 
priften Reinheitszustinden nicht. 

Die abweichenden Befunde von Dernby iiber die p,-Optima 
versuchen wir im experimentellen Teil zu erklaren. Es wird 
gepriift, ob nicht bei der Trypsinbestimmung durch Gelatine- 
verfliissigung die Gegenwart des Erepsins von EinfluB sein 
kann, ob nicht ein zweites Optimum dadurch vorgetiiuscht 
werden kann, und ferner, ob nicht auch an dem etwas zu weit 
im saueren Gebiet liegenden Uptimum die Ausfiihrung des Ver- 
fahrens der Gelatineverfliissigung die Schuld tragen kann. 

Die genaue Bestimmung des Spezifitiitsbereiches und der 
p,-Abhingigkeiten hingt davon ab, daB die einzelnen Kom- 
ponenten eines Proteasengemisches voneinander getrennt und 
enzymatisch einheitlich untersucht werden. Eine teilweise 
Trennung gelingt auf Grund des groBen Unterschiedes in der 
Bestiindigkeit der Hefeproteasen. Beim Altern der Autolysate 
tillt naimlich das Krepsin der Zerstérung anheim, wiihrend das 
Trypsin erhalten bleibt. Vom Invertin der Hefe li8t sich die 
Protease durch ein im folgenden beschriebenes Verfahren der 
Adsorption an HefeeiweiB abtrennen. Aber auch die Aut- 
lisung des Proteasengemisches liBt sich ohne Zerstérung der 
een Komponente durch Tonerdeadsorption erzielen. 

Die Adsorptionsmethode hat vor kurzem zu dem Erfolg 
gefiihrt, daf sich auch einander so nahestehende Enzyme 
quantitativ scheiden lassen. Dies ist E. Waldschmidt-Leitz 
und A. Harteneck?) bei den pankreatischen Proteasen ge- 


1) Diese Zs. Bd. 147, S. 286 (1925) und Bd. 149, S. 203 (1925). 
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gliickt, wovon die tryptische Komponente durch Tonerde be- 
kanntlich sehr wenig, die ereptische hingegen leicht adsor- 
bierbar ist. Die Kenntnis von der Spezifitat dieser proteoly- 
tischen Enzyme ist durch ihre Trennung in entscheidende 
Weise gefordert worden, Ahnlich ist bei zuckerspaltenden 
Enzymen, den in Hefeautolysaten vorkommenden Gemischen 
von Saccharase und Maltase, die Trennung durch ‘Tonerde- 
adsorption ausgefiihrt worden.') Auch bei den Proteasen der 
Hefe zeigen sich solche Unterschiede in der Adsorbierbarkeit. 
und zwar wird das Hefetrypsin im Gegensatz zum tierischen 
Trypsin durch Tonerde leichter adsorbiert, die ereptisclic 
Komponente dagegen schwieriger. Der quantitative Unter- 
schied laBt sich zur vollstaindigen Trennung der beiden pro- 
teolytischen Enzyme ausniitzen, von denen das eine in reinen 
Zustand ohne Wirkung auf Leucylglycin, das andere unwirksam 
gegen (Gelatine ist. Das so Erreichte wird die Grundlage fii 
eine vollkommenere Beschreibung der einzeluen Hefeproteaser 
bilden. 
Experimenteller Teil. 


I. p,,-Abhangigkeit der Hefeproteasen; Bestimmungsmethoden. 
1. Die tryptische Wirkung auf Gelatine. 

Die beiden Maxima der Gelatinespaltung nach Dern by liege» 
bel p,, =4.5 und 7,1, das erstere einem Pepsin, das zweite einem 
Trypsin zugeschrieben. Fiir die Bestimmung dieser Abhingigkeit 
diente das Verfahren der Gelatineverfliissigung von Cl. Fermi* 
mit den Verbesserungen von S. Palitzsch und L. Walbum.’ 
Eine Fehlerquelle bedeutet die Anwendung ereptisch wirk- 
samen Knzymmaterials. Es ist méglich, daB eine indirekte 
Krepsinwirkung, Beseitigung hemmend wirkender Peptide, in 
der Nihe des Neutralpunktes die Gelatinespaltung unterstiitzt, 
so daB sich das Maximum bei p,, = 7,1 infolge der vereinigten 
Wirkung von gelatine- und peptidspaltendem Enzym ergibt. 

') R. Willstitter u. E. Bamann, VII. Abh. iiber Maltase, Diese 
Zs. Bd. 151, S. 273 (1925/26). 

?) Arch. fiir Hygiene Bd. 12, 8. 240 (1891). 

*) Biochem. Zs. Bd. 47, 8. 1 (1912) und zwar S. 5. 








y} 
sha: 





Uber die Proteasen der Hefe. 255 


Das andere Optimum kénnte etwas zu weit im saueren Gebiet 
gefunden sein, weil Dernby, abweichend von der Arbeitsweise 
von Palitzsch und Walbum die Neutralisation des Ver- 
dauungsgemisches vor der Priifung auf Erstarrung unterlieb. 
Nach den genauen Versuchen von J. Loeb?) steigt die Vis- 
kositit einer erwirmten und rasch auf 20° abgekihlten 
Gelatinelésung nur beim isoelektrischen Punkt rasch bis zur 
volligen Erstarrung an, bei stirker sauerer Reaktion aber 
langsamer, ohne daf voéllige Erstarrung erreicht wird. Die 
saueren Mischungen von Dernby diiriten also nach _be- 
connener Verdauung, wenn auch nicht bei den Kontroll- 
versuchen ohne Hydrolyse, hinsichtlich der Erstarrung etwas 
benachteiligt gewesen sein, so dab sich das Optimum etwas 
zu weit im saueren Gebiet zeigte. 

Unsere den Carboxylzuwachs erfassende Bestimmungsweise 
hat die Abwesenheit von Erepsin zur notwendigen Voraus- 
setzung, da sonst das Optimum zum alkalischen Gebiet hin 
verschoben wird. Wenn wir die p,,-Abhingigkeit zuniachst bei 
einem frischen, also erepsinhaltigen Hefeautolysat untersuchen, 
so fihrt die Kombination von ereptischer mit tryptischer 
Wirkung zu einem scheinbaren Optimum nahe dem Neutral- 
punkt, bei etwa p,, = 6,5. 

Das angewandte, einen Tag alte Autolysat enthielt gemaB der 
Bestimmung mit Leucylglycin in 1 cem 0,81 Einheiten (0,8 cem bewirkten 
in 1 Stunde Spaltung entsprechend 1,15 cem n/5-KOH). 

Wirkung von 2cem Autolysat auf 0,6 g Gelatine mit 1 ¢cem m)3- 
Monophosphat-Citronensiiuremischung mit wechselndem Zusatz von NH.; 
40°: 24 Stunden. 


Zusatz von 4, des ; 
yecgenie Pu Spaltung entsprechend 
2,5 n-NH, Versuchs- z 
eem n/5-KOH 
(eem) ansatzes 
0,04 4,2 —0,01 (erstarrt vollig) 
0,25 5,2 0.39 
0,46 6,5 0,76 
0,65 8,5 0,03 re Z 


) ,Die Eiwei8kérper und die Theorie der kolloidalen Erschei- 
nungen“*, deutsche Ausgabe, Berlin 1924. S. 227. 
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Fir die folgenden in der Tabelle1 und Fig.2 vereinigten 
Versuche diente erstens ein Trockenpriiparat von sehr schwacher 
ereptischer Wirksamkeit (etwa 200mal schwicher als bein 
soeben erwihnten Autolysat), aus einem iiber einen Monat 
alten Neutralautolysat durch Aceton gefillt; zweitens ein fiin{ 
Monate altes, daher ebenfalls ereptisch wenig wirksames 
Neutralautolysat. Das Optimum liegt nach dem ersten Ver- 
suche bei p,, = 5,2, nach dem zweiten bei 5,9 bis 6,5. Auber 
dem Fehler, den schon geringe Beimischungen von Erepsin 
bedingen kénnen, sind wabhrscheinlich noch LEinfliisse yon 
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Fig. 2. -Abhangigkeit der Gelatinespaitung durch sehr erepsinarmes, aber nocl 


unreines Hefetrypsin. 


Pr 


Begleitstoffen, sei es, daf sie aktivierend oder hemmend 
wirken, in Betracht zu ziehen. Die p,-Abhangigkeit wird sich 
erst nach der Reinigung des Enzyms mittels der Adsorptions- 
methode genauer bestimmen lassen. 

Da die in unseren vorangegangenen Arbeiten verwendeten Phospat 
Citratpuffer fiir alkalische Reaktion nicht geniigen, ersetzen wir das 
Alkali dureh NH,, um noch die Wirkung des Ammonsalz-Ammoniak- 
gemisches auszuniitzen. Der Bereich unseres Ammonphosphat-Citrat- 
puffers erstreckt sich von p;, <3 bis itber 10. Zur Herstellung eines 
solechen Puffers werden in 500 cem gelést: 


m/6 = 22,6 g KH,PO, und 
m/6 = 35,7 g Citronensiiure mit 1 Mol H,0. 


Diese stark sauere Stammlésung wird mit wechselnden Mengeu 
NH, auf die gewiinschte Aciditiit eingestellt, Die durch die Zusiitze 
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yon 2,5 n-NH, auf 5 cem Stammldsung erreichten Wasserstoffzahlen er- 
veben sich aus folgender Zusammenstellung: 

eem 2,5n-NH, . . . 0,77 1,2 1,7 2.3 2,9 3,8 

Pur ° ° e e , F 3,0 4,5 5.0 6.5 8,3 9,0 


Tabelle 1. 
Gelatinespaltung durch erepsinarme Hefeprotease bei wechselndem pyj;. 
Angewandt 1. 60mg, 2. 2 cem Enzympriiparat, 0,6 g Gelatine, 1 cem 
m/3-Citronensiure-Phosphatmischung in 10 cem; 24 Stunden, 40°.) 











r PH des Q 1 = a 
at: , Spaltung (cem n/5-KOH) 
Zusatz Versuchsansatzes L 5 
eem 2,5 n-NH,) — ——-—— 
zu Beginn, am Ende | Versuch 1 Versuch 2 
| . 
0,0 1,0 4,0 0,39 0,00 
0,16 | 4,5 LS 0,94 
0,22 4,7 4,5 1,29 — 
0,28 5,2 D,2 1,53 0,64 
0,36 5,8 2,9 1,30 0,79 
0,45 6,5 6,5 0,78 0,79 
0,60 7,6 70 0,18 0,66 
0,65 8,3 8,2 0,15 0,27 
1.6 cem m/5-Dina- 
triumeitrat allein 5.1 53 1.50; 1.41 | 0,53; 0,56 





Die quantitative Bestimmung des gelatinespaltenden 
Knzyms gelegentlich der Darstellung und Verarbeitung von 
Hefeautolysaten beruht auf den Versuchen der T'abelle 2 und 
der Figur 3 iiber den zeitlichen Verlauf der Gelatinespaltung 
mit wechselnden Enzymmengen im Bereich von 1:16. Die 
Enzymmengen und Umsatzzeiten fiir gleiche Spaltung erweisen 
sich innerhalb der Fehlergrenzen als umgekehrt proportional, 
wenigstens fiir gréBere und mittlere Spaltungsbetriige. 

Die giinstige Reaktion wird mit reinem Citratpuffer, der 
wegen des bedeutend schiirferen Umschlags den Vorzug ver- 
dient, eingestellt, nimlich p,, = 5; sie verschiebt sich wahrend 


der Spaltung auf p,, = 5,3. Der Verlauf der Hydrolyse wurde 
durch die in unserem Laboratorium iibliche Titration in 
alkoholischer Lisung in Proben nach 3, 6 und 24 Stunden 
ermittelt; dagegen sind die in der T'abelle verzeichneten Werte 
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aod 


fir 12 Stunden interpoliert, was bei dem fast linearey 
Reaktionsverlauf ohne groBen Fehler méglich ist. Die an. 
gewandten Enzymmengen von 18,7—300 mg Trockenpraparat 
(von Versuch 1 der T'abelle 1) wurden mit dem Dinatriumcitrat 
und mit 30 ccm 1°/iger Gelatinelisung von 40° versetzt; 
nach Auffiillen auf 50 com beobachtete man im Thermostaten 
von 40° die Hydrolyse durch Titration von 10 ccm-lroben. 





. 
Tabelle 2. 
Zeitlicher Verlauf der Gelatinehydrolyse durch verschiedene Mengen de: 
erepsinarmen Hefetrypsins. 


(0,6 g Gelatine, 1,6 cem m/5-Dinatriumcitrat p;; = 5,0 in 10 cem; 40 











Spaltungszeit | Spaltung (ecm n/5-KOH) bew. durch mg Enzympriip 
in es 
P | 
Stunden 8,75 7,5 15,0 | 30,0 60,0 
| ;. geoees fa a | 
3 _ | — | 0,07 | 0,16 | 0,32 
6 0,06 | 0,16 | 018 | 088 | 0,58 
(12 0,13 0,21 | 0,81 | O52 | ~~ 0,87) 
24 0,27 0,35 | O51 | O88 | 1,41; 1,50 
2 | 
x | | 
E | 
mid 





09 mg EAZVIN 
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Fig.3, Enzymmenge und Umsatz bei der Gelatinespaltung durch Hefetrypsin. 


Die praktische Bestimmung des Enzyms, z. B. in pri- 
parativen Versuchen, geschieht zweckméBig mit der Beob- 
achtungszeit von 24 Stunden gemif der in Figur 3 dargestellten 
Beziehung zwischen Enzymmenge und Umsatz. Zur Erzielung 
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ansehnlicher Spaltungen (z. B. 1 com n/5-KOH fiir die 10 cem- 
Probe) braucht man im allgemeinen groBe Mengen der Hefe- 
ausziige; wir verwenden fiir den Ansatz von 50 ccm zwischen 
4 und 12 ccm eines mit einem Teil Hefe und einem Teil Wasser 
gewonnenen Autolysates. Im frischen Autolysat ist wihrend 
24 Stunden die Selbstspaltung des proteinhaltigen Enzym- 
materials schon betrichtlich, z. B. entsprechend 0,20—0,25 ccm 
n/5-KOH. Dieser Wert ist im Kontrollversuch zu ermitteln 
und von der beobachteten Spaltung abzuziehen. Die ge- 
fundenen Enzymmengen sind, wie aus den Versuchen des 
vierten Abschnittes titber Steigerung der proteolytischen Wirk- 
sumkeit beim Altern hervorgeht, nur scheinbare. Ks _ ist 
dennoch von Nutzen, in vorlaufiger Weise eine (scheinbare) 
Mengeneinheit des tryptischen Enzyms in bezug auf Gelatine- 
spaltung einzufiihren, nimlich 100 mg des der Figur 2 und 
Figur 3 zugrundeliegenden ‘l'rockenpriiparates; 1 mg davon 
entspricht etwa 10 mg Hefetrockengewicht. 

AuBer auf Gelatine wirkt die beschriebene Protease auch 
auf Fibrin ein, aber nicht auf Eieralbumin, nicht einmal auf 
das schon getrocknete kiufliche Material. Fir die Albumin- 
spaltung, die K. G. Dernby bei wechselndem p,, gemessen, 
war das Substrat ein stark veriindertes, sogenanntes Acid- 
albumin. Fiir unsere Versuche diente Kahlbaumsches Prii- 
parat, das nur zu 70°/, in Wasser loslich war. Vom un- 
gelésten Anteil wurde abfiltriert und der Gehalt der Loésung 
durch Trocknung bestimmt. Auf die Lisung von 1g Albumin 
mit 5 cem m/3-Phosphat- oder m/5-Citratpuffer lieBen wir im 
Volumen von 50 ccm bei 40° 15 ccm Hefeneutralautolysat 
von normalem Spaltungsvermégen fir Pepton einwirken. Die 
Titration von 5 ccm-Proben ergab keine oder kleine Aus- 
schlige und kein Fortschreiten von 48—96 Stunden. Bei 
), = 3, eingestellt mit Citrat—Salzsiuremischung, verwandelte 
sich die Lésung in eine Gallerte, die sich nicht mehr fehlerfrei 
titrieren heB (gefunden nach 48 Stunden 0 + 0,2 ccm). 


Nach 16 48 96 Stunden 
Py = 6,5 (Phosph.) . . 0,01 0,17 0,14 eem n/5-KOH 
Py = 4,5 (Citr.) . . . —0,02 —0,02 0,04; 0,05 ,, 7 
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2. Die tryptische Wirkung auf Albuminpeptone. 


Nach der Auffassung von K.G.Dernby sollen an der 
Peptonhydrolyse zwei Hefeenzyme beteiligt sein; ein tryptisches 
mit optimalem p,, von 7,0 und ein ereptisches mit optimalem 
py, von 7,8. Danach wiire je nach dem Mischungsverhialtnis 
solcher Komponenten des Enzymgemisches die maximale 
Peptonspaltung zwischen p,,=7,0 und 7,8 zu erwarten. Damit 
stimmen indessen die Beobachtungen durchaus nicht tiberein, 
Schon die maximale Spaltung nach Dernby bei p, = 6,8 


bis 6,9 steht nicht gut im EKinklang mit seiner Erklirung und 





3,0 5 


Rorincs 5 } ae 
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Fig. 4. Pp}, Abbingigkeit der Peptonspaliung durch erepsinarmeg Hefetrypsin. 


unsere Versuche mit Hefeautolysaten, die ereptisch wirksain 
sind, weisen das Optimum noch weiter im saueren Gebiete au, 
nimlich bei p,, = 6,5. Die Bestimmungen mit fast erepsin- 
freiem KEnzymmaterial, die in der folgenden Tabelle 3 und in 
der Figur 4 wiedergegeben sind, erweisen nun das Optimum 
der Spaltung bei p, = 5,2 in 2°/,igen und bei 5,5 in 6°/,igen 
Peptonlésungen. Die p,,-Abhingigkeitskurve fallt nach der 
saueren Seite ziemlich steil ab, nach der alkalischen fiach, 
besonders bei héheren Substratkonzentrationen, Der Verlaui 
der Kurve ist unabhangig von der Spaltungsdauer (8 bis 
24 Stunden). Das auf Pepton im saueren Gebiet wirkende 
tryptische Hefeenzym ist gewissen Pflanzenproteasen wie dem 
Papain dhnlich. In der dritten Abhandlung dieser Reihe be- 
schrieben wir hinsichtlich der Abhangigkeit jener Proteasct 
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von der Wasserstofizahl den Fall, daB die Hydrolysenoptima 
mit den isoelektrischen Bereichen der Substrate zusammen- 
fallen. Die Proteasen aus Carica Papaya und aus Ananas 
spalten namlich Albuminpepton optimal bei p, = 5,0; das 
Ananasenzym ist am Neutralpunkt schon nahezu unwirksam, 
wibrend beim Papain der Abfall nach der alkalischen Seite 
flach ist. In dieser Hinsicht steht das Hefetrypsin dem Papain 
nahe, nimlich dem durch Blausiure aktivierten. 

Die Peptonhydrolyse bei optimalem p,, der Trypsin- 
bestimmung zugrunde zu legen, zégerten wir noch, weil es 
zwar nach dem Vergleich mit tierischem Krepsin walhrscheinlich, 
aber noch nicht erwiesen ist, dafi die ereptische Komponente 
nicht ebenfalls auf Pepton einwirkt. Deshalb ziehen wir die 
Gelatinespaltung fiir die Analyse vor, obwohl die Ausschliige 
seringer sind und die Titration schwieriger. Ehe aber die 
Existenz eines besonderen Erepsins erwiesen war, waren aller- 
dings viele Autolysate durch ihre Wirkung auf Pepton analy- 
slert worden, und zwar auf Grund der Bestimmung der opti- 
malen Wasserstofizahl mit noch erepsinhaltigem Enzymmaterial 
bei p,, = 6,5. Unter diesen Umstinden wirkt das Hefetrypsin 
um etwa 20°/, schwacher als beim Optimum. Die Bestimmung 
beruht auf der folgenden, mit einem 7 Monate alten, daher 
praktisch erepsinireien Autolysate ermittelten Beziehung 
zwischen Enzymmenge und Spaltungsgrad. Als _ vorliufige 
Einheit nach der Wirkung auf Pepton wird unten gelegentlich 
diejenige Knzymmenge bezeichnet, die unter den Bedingungen 
dieses Versuches einem Kubikzentimeter des hier angewandten 
Autolysates in der Wirkung gleichkommt; wir beabsichtigen 
aber nicht, diese Einheit weiterhin zu verwenden. 

0,2 ¢ Pepton mit 1 cem m/3-Phosphat von py = 6,5 in 10 eem; 40°, 
24 Stunden. 

Enzymmenge (ccm Autolysat) . . 0,50 1,0 2,0 4,0 

Spaltung entsprechend cem . . . 2,66 3,20 4,18 4,48 

Bei der geringen Aciditit kénnte sich beigemischtes 
Krepsin stiirker geltend machen als bei dem fir das Trypsin 
giinstigeren, stiirker saueren Bereiche. Aber der mégliche 
Fehler hat sich bei der Untersuchung der Autolysate kaum 
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bemerkbar gemacht. Eine gréBere Zahl von ihnen wies 
namlich in der Wirkung auf Pepton nur geringe Schwankungen 
auf, waihrend im ereptischen Wirkungsvermégen sehr grofe 
Unterschiede vorkamen. 
Tabelle 3. 
Peptonspaltung durch erepsinarme Hefeprotease bei verschiedenen p,.,. 
(60 mg Trockenpriiparat von Vers. 1 der Tab. 1; 10-eem-Titrationsprobe 
enthalt 1 cem m/3-Phosphat-Citronensiurepuffer; 40°.) 





. Spvaltung (eer 5 
Py der Mischung Spaltt 5 (com n 
Zusatz KOH) nach 


Beginn Kinde 8 Stdn. | 24 Stdn. 


a) Versuch mit 0,2 g Albuminpepton Ohere k) 


0,14 cem 2,5 n-NH, 4,0 4,0 —- 0,34 
026 . 25 ,, 5,0 4,9 on 1.34 
os. 2 . 5,0 5,2 si 1,42 
0,59 ,, n-KOF 5,0 5,1 — 1,34 
0,32 ,, 2,5n-NH, 5,5 55 on 1,28 
ons , 25 ~ 6,5 6,5 bi 0,99; 1,0! 
060 , 25 , 1,5 7,4 iy 0,86 
064 , 25 4 8.3 8,2 bes 0,50 


teem m/3-KH. PO, allein, 
Pepton mit HCl auf Pu 
= 5,0 eingestellt . . 5,0 5,2 — 








b) Versuch mit 0,6 g Pepton 





0,00 com 2,5 n-NH, 4,0 4.0 0,85 | 1,43 
0.24 , 25 ,, 5,1 5,1 1,60 | 251 
ant. 25 . 5,5 5,5 1,75 2.81 
os. 2 . 6,6 6,5 1,62 2.65) 
0,66 , 2,5 4, 7,5 7,4 1,35 2,18 





Der Vergleich mit den vor kurzem untersuchten Pflanzen- 
proteasen fordert die Priifung des Hefetrypsins hinsichtlich 
seiner Aktivierbarkeit durch Blausiure. 


40mg Enzymtrockenpriiparat mit 0,6 g Substrat und 1,6 cem m/d-Di- 
natriumcitrat in 10 eem; 40°. 


Spaltungszeit 3 6 24 Stunden 
, , i* , 5-KOH 
_—— ohne Zusatz ; 0,22 0,40 1,04 cem n/5-K 
mit 5mg HCN 0,23 0,55 1,14 eem " 


ohne Zusatz 0,88 — 2,26 cem ‘i 


Vers. m. Pepton 
P mit 5mg HCN 0,88;0,91 — 2,32;2,32cem 
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In dem _ geringen Reinheitsgrad, den das Enzym in 
seinen Autolysaten hat, ist also die Erscheinung der Aktivier- 
barkeit nicht oder nicht deutlich zu beobachten. Wiahrend 
die Hefeprotease in bezug auf die p,,-Abhingigkeit ihrer Wir- 
kung dem Papain iihnlich ist, weicht sie im Verhalten gegen 
Blausiure davon ab. In der Spezifitiit steht sie der Kiirbis- 
protease niher als dem Papain: verhiltnismabig stark aut 
Peptone, schwiicher auf Gelatine wirkend. 


3. Die ereptische Wirkung. 

Obschon ausfiihrliche Untersuchungen von E. Abder- 
halden und seinen Mitarbeitern, namentlich von EK. Abder- 
halden und A. Fodor itiber die Spaltung einer Anzahl ein- 
facher Peptide durch Hefemazerationsiifte vorliegen, erfordert 
der Zweck einer praktischen Erepsinbestimmung, die Wirkung 
auf Leucylglycin im folgenden mehrmals zu behandeln. Ungefihr 
iibereinstimmend mit KE. Abderhalden und A. Fodor}, die 
fir die Spaltung von 1l-Leucylglycin das p,-Optimum 7,5 bis 
7,56 angeben, finden wir (Tabelle 4) p,, = 7,8 am giinstigsten. 
Dieses p,-Optimum stimmt genau iiberein mit dem des tie- 
rischen Erepsins.”) 

Tabelle 4. 
Abhingigkeit der Hydrolyse des Leucylglycins von der Wasserstoffzahl. 
(leem Enzymlésung, 75 mg (= 2/5999 Mol) Peptid, 1 eem m/3-Phosphat- 
Citrat mit wechselndem Zusatz von NH,; Vol. 10 cem, Spaltungszeit 
40 Minuten, 40°.) 





Zusatz Py der Mischung Spaltung 
ne 9 AnN } oe AK 
(eem 2,5n-NH,) Besink | Ende (cem n/5-KOH) 
0,30 5,3 | 5,3 — 0,03 
0,39 6,5 | 6,5 0,00 
0,54 7,4 4,4 0,54 
0,59 7,8 | 7,3 0,75 
0,66 8.3 | 8,3 0,62 
1,22 91 | 9,1 0,07 








') Fermentf. Bd. 1, S. 533 (1916) u. zw. S. 557 u. 591. 

*) Vgl. E. Waldschmidt-Leitz u. A. Harteneck, 2. u. 3. Mit- 
teilung z. Spezifitit tierischer Proteasen, Diese Zs. Bd. 147, S. 286 (1925) 
u. zw. S. 307 und Bd. 149, 8. 203 (1925) u. zw. S. 216. 
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Fiir die Versuche der Tab. 4 diente ein zwei Tage altes, 
unter Neutralisieren gewonnenes Hefeautolysat und zwar fii 
die einzelne Bestimmung 1 ccm davon mit 75 mg dl-Leucyi. 
glycin (= ?/,9,, Mol); der 50°/,igen Spaltung des Substrates, 
der vollstiindigen der 1-Form, entspricht 1 ccm n/5-KOH. 
Den zeitlichen Verlauf der Hydrolyse dieses Dipeptids 
mit EKnzymmengen im Bereiche von 1:16 geben die Tabelle 5 
und die Figur 5 wieder; das Substrat wurde dank seiner Lis. 
Tabelle 5. 

Zeitlicher Verlauf der Spaltung von Leucylglycin durch verschieden 
Enzymmengen. 

(Enzym mit leem m 3-Primirphosphat-Ammoniakmischung von p,, = 


7,8; 0,225 (°/; Millimol) Peptid; Enzym und Substrat mit NH, vorbher 


/ 


auf py = 7,8 eingestellt; Vol. 10 ecm, 40°; Spaltung in cem n/5-KOH, 
PH § 3 ’ > SI 5 | 





Enzymmenge (cem Autolysat in 10 cem der Mischun,s) 
Zeit in ; aetna ae 


Minuten 0,25 | 0,50 1,0 2,0 | 4,() 


gef, ber. | gef. | ber. | gef. | ber. | gef. | ber. | gef. | ber 











15 — pee 1 ms 0,08 | 0,23 0,17 | 0,40 | 0,38 | 0,49 0,63 
” — 10,08 | 0,16 | 0,17 0,43 [0,83 0,63 [0,63 | 0,99 | i.12 
60 0,17 | 0.17 | 0,32 | 0,33 | 0,63 | 0,63 ‘1,09 | 1,12 | 1,67 | 1,8: 
120 ee en ra Ce See Bee are 
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Fig. 5. Wirkung des Hefeerepsins auf Leucylgiycin, Enzymmenge und, Umsatz. 
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lichkeit im Ammoniak des Phosphatpuffers 3 mal konzentrierter 
als oben angewandt. Bei geringer Enzymkonzentration ent- 
spricht der Verlauf annihernd dem Gesetz der monomoleku- 
laren Reaktion, wahrend bei gréferen Enzymmengen die Ab- 
weichungen bedeutend sind. Die Tabelle verzeichnet die so 
berechneten Werte neben den gefundenen. 

Die Enzymmenge, die unter den Bedingungen dieses Ver- 
suches die vorhandene |-Peptidmenge in 1 Stunde zur Hilfte 
spaltet, soll als EKrepsineinheit bezeichnet werden. Sie ist 
beispielsweise in 3,4 ccm des hier verwendeten Autolysates 
‘aus 0,4 g Hetetrockengewicht) enthalten. Es handelt sich 
auch hier um eine scheinbare Enzymmenge, denn die gemessene 
enzymatische Wirkung ist von Begleitstoffen in wechselndem 
Mabe beeintlubt. 


4. Anderung der proteolytischen Wirksamkeit beim 
Altern der Autolysate. 

Die Anderungen des proteolytischen Wirkungsvermiégens 
von Hefeausztigen, die spontane Zunahme beim Stehen (auch 
die unter dem KHinfluB von Zusiitzen erfolgende) und die 
darauffoleende Abnahme, sowie gewisse Anderungen der Reak- 
tionskinetik sind sehr eingehend von K. Abderhalden ge- 
ineinsam mit A. Fodor?) und mit E. Wertheimer?) unter- 
sucht worden. Das Verhalten der Proteaselésungen ist so 
kompliziert, daB E. Abderhalden und A. Fodor es nicht 
vorwiegend auf die Einfliisse von Hemmungskoérpern zuriick- 
zufiihren vermochten, daB sie vielmehr den _ veriinderlichen 
Dispersitaitsgrad der Enzyme (auch ,die Bedeutung der Zah- 
lissigkeit der Lésung“) fiir ihre ungleiche Wirksamkeit verant- 
wortlich machten. Diese Vorstellung ist von A. Fodor weiter 
entwickelt worden, indem er die Abnahme der enzymatischen 
Aktivitiit zuriickfiihrte 4) auf ,,eine kolloidchemische Veriinderung., 
die in einer molekularen Verfestigung bzw. Aggregation zu 
suchen ist“. ,Auf Grund der bisherigen Versuche darf somit 


‘) Vgl. Anm. 3, 8S. 250 der Einleitung. 

*) Fermentf. Bd. 6, S. 1 (1922). 

*) Fermentf. Bd. 6, 8. 269 u. zw. S. 282 u. 283 (1923). 
18* 
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das Protein als Haupttriiger der Fermentwirkung angesprochen 
werden, mit der Betonung, daB die Lipoide der Zellen dic 
Suspendierbarkeit und die Verteilung des Fermentkolloids iy 
grobe Oberflichen durch ihre, eine Aggregation und mole. 
kulare Verfestigung hindernden Eigenschaften begiinstigen.‘ 
Da unsere Untersuchung von der Annahme ausgeht, dab den 
enzymatischen Wirkungen bestimmte Mengen enzymatisch wirk- 
samer Stoffe zugrunde liegen, und da diese Annahme auch in 
der vorliegenden Arbeit Bestitigung findet durch Beobachtungen 
iiber die mit Dispersititsinderungen verbundenen Adsorptions- 
vorginge, die keinen EKinfluB auf die Wirksamkeit der Enzyme 
haben, und durch die Trennung des Enzymgemisches in seine 
Komponenten, so miissen wir auch auf das eigentiimliche Ver- 
halten der Hefeausziige beim Altern in Kiirze eingehen, um 
dafiir eine mit unserer Vorstellung vertrighche Erklarung an- 
zustreben. Die Aktivititszunahme und die Anderung der 
Kinetik sind kaum allein mit der Annahme zu verstehen, daf 
Hemmungskérper in den Hefeausziigen vorhanden sind und 
allmiblich abgebaut werden. Es ist wahrscheinlicher, dat 
diese Erscheinung noch von der im analogen Faille des Pan- 
kreastrypsins erwiesenen Bilduvg von Aktivatoren der Enzyme 
iiberlagert wird. In der langsam erfolgenden Abnahme der 
proteolytischen Wirkung sehen wir aber keine andere Erschei- 
nung als die bei vielen Enzymen beobachtete irreversible In- 
aktivierung. Das Hefeerepsin unterscheidet sich vom Trypsin 
durch die geringere Bestiindigkeit, so wie sich z. B. Maltase von 
der Saccharase unterscheidet. In den Autolysaten verschwindet 
das Krepsin quantitativ, wihrend das Trypsin in derselben Zeit 
noch fast in seiner ganzen Wirkung erhalten bleibt. 
Zuniichst sollen die Versuche der Tabelle 6 die Wirk- 
samkeitssteigerung veranschaulichen, die sowohl die tryptische 
Komponente, mit Gelatine gemessen, wie die ereptische, mit 
Leucylglycin bestimmt, in den Autolysaten wihrend der ersten 
Woche nach ihrer Bildung beim Stehen im Eisschrank er- 
fahren. Die anfangs vorhandenen scheinbaren Mengen des 
Trypsins vermehren sich um etwa 100, die des Erepsins un 
etwa 66°/,. Bei diesem kann die Aktivititssteigerung von 
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Inaktivierung des Enzyms iiberdeckt sein, wie dies bei Maltase 
beobachtet wird, wenn man sie bei héherer Temperatur als 0° 
aufbewahrt.') Das Material war durch rasche fraktionierte 
Freilegung gewonnen. 300 g Hefe wurden mit Essigester ab- 
getétet und ganz verfliissigt, darauf mit ebensoviel Wasser 
versetzt und wihrend einer Stunde durch vorsichtigen Zusatz 
yon Ammoniak neutral gehalten. Darauf wurde die Hefemasse 
von der ersten Autolysatfraktion abgetrennt, die weder tryp- 
tische noch ereptische Wirkung aufwies, und mit Wasser wieder 
auf 600ccm gebracht. Dann lieSen wir die Freilegung des 
Enzyms nur 5 Stunden lang weitergehen und gewannen in 
dieser Zeit einen Auszug, der etwa die Hilfte des isolierbaren 
Erepsins, weniger als die Hilfte des Trypsins enthielt. 


Tabelle 6. 
Aktivititszunahme von Hefetrypsin und -erepsin im Autolysate. 
(Versuchsbedingungen wie in ab. 2 und 5.) 








i. 4. 6. 7. 
Tage nach der Verfliissigung 


Substrat Leucylglycin eem n/5-KOH 0,89 | 0,93 | 1,08 | 1,24 
(0,8eem Autolysat) | scheinb. Einheiten ! 0,44 | 0,46 | 0,59 | 0,73 


Bestimmt am 


Zunahme °/, — 4 34 66 
Substrat Gelatine ecm n/d-KOH 0,54 | 0,74 | 0,78 | 0,87 
(2,0cem Autolysat) | scheinb. Einheiten | 0,16 [ 0,25 | 0,28 | 0,32 

















Zunahime °/, — 56 id 100 


Mit einem anderen ohne Fraktionierung gewonnenen 
Neutralautolysate ist die Steigerung der tryptischen Aktivitiit 
gegen Pepton wahrend der ersten Alterungswochen verfolgt 
worden. Die scheinbaren Trypsineinheiten nahmen auf mehr 
als das Doppelte zu. Die Steigerung tritt rascher ein bei 
linger dauernder als bei kurzer Enzymfreilegung. In den Ver- 
suchen der Tabelle 7 trennte man nach 8, 24, 48, 96 Stunden 
Proben der entstandenen Enzymlésung von den Heferiickstiinden 
ab, um in jeder die Wirkungszunahme zu verfolgen. Sie war 
nach 8stiindiger Autolyse noch nicht nach 14 Tagen beendet, 


5 Vel. R. Willstaétter u. E. Bamann, 6. Mitt. iiber Hefemaltase, 
Diese Zs, Bd. 151, S. 242 (1925/26). 
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nach 48stiindiger Autolyse, die natiirlich eine bessere Aus- 
beute lieferte, schon in einem einzigen weiteren Tag. Hieraus 
ergab sich ein praktisches Verfahren ftir die Gewinnung dey 
Proteasenlésung. 
Tabelle 7. 
Zunahme der Wirkung auf Pepton in Autolysaten von verschiedener 
Freilegungsdauer. 
(0,1 g Pepton, 1,5 ccm Autolysat, 0,5 ccm m/3-Phosphat von py = 6,5 
in 5cem; 24Stunden, 40°.) 








Dauer der | Alter des Autolysates bei der Bestimmung (vom Beginn 
Freilegung der Freilegung an) 
(Stunden) [ggtan.{ 1 | 2 3 | 4 | 7 {|14Tage 
l j 
8 0,60 | 0,66 | 0,80 «(1 oe | Om i oe 
24 = 1,37 | 1,23 | 1,44 | 1,64 | 1,86 | 1,82 
| 
48 — | — | 1,50 | 1,68 | 1,82 | 1,88 | - 
96 — —- = — | 1,92 | 2,01 | 2,00 














Durch Erhitzen inaktivierte Autolysate wirken durchweg: 
hemmend auf die tryptische Peptonspaltung, aber ausgleichende 
Hemmung wird nicht erreicht. Im Gegenteil zeigen die Ver- 
suche der T'abelle 8, da&B ein frisches, noch wenig aktiviertes 
Autolysat verhiltnismiBig mehr der Hemmung unterliegt als 
ein 8 Tage altes, schon voll aktiviertes. Mit dem Alter eines 
Autolysates nimmt die Hemmungswirkung ab, die es nach 
dem Erhitzen ausiibt. 


Tabelle 8. 


Hemmung des Peptonspaltungsvermégens verschieden alter Enzym 
lésungen durch inaktivierte Autolysate. 
(0,1 g Pepton, 1cem Autolysat; py = 6,5 eingestellt durch Phosphat; 
Vol. = 5cem, 24 Stunden, 40°.) 

















Spaltung entspricht (eem n/5-KOH) 
Alter der : i amen ————— 
7 7 ' in Gegenwart von 1 cem Kochsaft aus 
Enzymlésung sins Senet \ is we 
| 2) | b) | ¢) 
a) 24Stunden . 1,34 | 0,90 | 1,02 | 1,08 
b) 8Tage . . 1,55 | 1,88 1,38 | 1,39 
c) SMonate . 1,89 | 1,48 1,54 | 1,62 











ney 
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In ahnlichem MaBe wird die Reaktion des Hefetrypsins 
auch von kauflichem Hieralbumin (1,3°/, der Bestimmungs- 
flissigkeit) gehemmt. Der Verfliissigungssaft, den wir bei 
fraktionierter Enzymfreilegung abtrennen, enthilt gleichfalls 
Hemmungskoérper. Wir fanden, daB er die Dipeptidspaltung 
herabdriickt, z. B. entsprechend einem Fiinftel der scheinbaren 
Hrepsineinheiten. 

Bei etwas lingerem Stehen der Autolysate, namentlich 
hei Zimmertemperatur, verschwindet das Krepsin. Eine durch 
Autolyse mit Chloroform unter Neutralisieren gewonnene 
Knzymlésung war nach 5 Tagen gut wirksam gegen Leucyl- 
glycin (1cem spaltete von 75 mg Peptid in 10 ccm bei p,, = 7,8 
in emer Stunde bei 40° 81°/, der l-Form) nach 2 Monaten 
wirkungslos (2ccm bewirkten wie oben in 11/, Stunden keine 
meBbare Spaltung). In derselben Zeit erlitt die tryptische 
Wirkung nur einen Riickgang entsprechend dem Verbrauch 
von 3,19ccm n/5-KOH (frisch) und 2,27 ccm (gealtert) bei der 
Hydrolyse von 0,2 g Pepton in 24 Stunden bei p,, = 6,5. In 
einem anderen Beispiele ging die ereptische Wirkung vom 2. 
bis zum 10. Tage von 0,83 ccm n/5-KOH-Verbrauch auf 
0.06cem zuriick. Allen linger gealterten Autolysaten feblt 


Tabelle 9. 
Beispiele der tryptischen Wirkung von Autolysaten nach lingerem Auf- 
bewahren bei Zimmertemperatur. 
(0,2¢ Pepton, 1 ecm m/3-Phosphat von p;;=6,5 in 10ecm; 24 Stunden, 40°.) 











z. Best. angewandt j | Einheiten 
Spaltung 
Autolysat | entsprech. a in der Be-| ber. auf 
— | g Hefe n/5-KOH) stimmung| 1g Hefe 
saner, 9 Monate alt | 0,4 | 0,20 2,30 0,40 | 2,0 
dass, 19, =, | 0,4 | 0,20 1,38 0,18 0,90 
sauer, 36, » | 4 | 0,20 0,56 0,08 0,40 
15, » | 0,4 | 0,20 2.26 0,38 | 1,90 
neutral, 4 Tage alt | 2,0 | 0,82 3,32 105 ; 1,28 
dass. 22 ,, ‘i 2,0 | 0,82 3,10 0,85 1,04 
neutral, 5 ,, a 1,0 | 0,51 2,70 0,57 1,10 
dass, 34  - te | om 1,85 0,25 0,49 
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daher das Spaltungsvermégen gegen einfache Peptide, dagegey 
geht die Wirkung auf Peptone auch in saueren Autolysaten 
in der Zeit von Monaten oft nur langsam zuriick (Tabelle 9), 
Die Angabe Dernbys (a. a. O. 8.139) von der vélligen Un- 
bestindigkeit aller proteolytischen Hefeenzyme in saurer Li.- 
sung — Dernby spricht von p, 5 bis 6 — bestitigt sich 
nicht. 

Der geringeren Bestiindigkeit des Erepsins in den Auto- 
lysaten entspricht auch seine gréfere Empfindlichkeit gegen H’ 
und OH’. Nach den Versuchen der Tabelle 10 wird das peptid- 
spaltende Enzym in einer Stunde bei p,, = 4 und 9,3 gréBten- 
teils zerstért, waihrend das peptonspaltende 8 Stunden Ver- 
weilen bei p,, = 3,8 und 9,5 iiberdauert. 


Tabelle 10. 


Vergleich der Bestiindigkeit beider Hefeproteasen in sauren und alka- 
lischen Lésungen. 





A) Tryptische Wirkung | B) Ereptische Wirkung 








Wirk. ohne Vorbeh. ; 





Einwirkung von 


Essigsiiure beipy 5,0 
” 99 4,0 

HCl ” 2,8 
NH, . 8,5 
NH, » 9,5 


NH, , waoaes 





1,5¢eem Neutralauto- 
lysat bestimmt mit 
Pepton wie in Tab. 7 


1,62 cem n/3-KOH 


| Wirkung n. 
Dauer der| d. Vorbeh. 





Vorbeh. | y 
(Stunden) entspr. ecem 
| n/> KOH 
3 1,46 
3 0,22 
3 1,40 
3 1,32 


= | 


0,8 ecm Neutralauto- 
lysat best. mit Leucy!- 
glycin wie in Tab. 5 








1,30 eem n/5-KOH 


—_—— 


Wirkung n. 
go sarteagl der Vorbeh. 


entspr. ccm 


(Stunden) | n/5-KOH 
| 1,26 

ql 0,15 : 0,1 6 
1 | 0,23 
1 0,00 


II. Darstellung der Hefeproteasen. 


1. Proteasegehalte. 
Wie es eine bewahrte und fruchtbare Methodik gibt, die 


Gehalte der Hefen an ihren zuckerspaltenden Enzymen zu 
bestimmen, so ist Analoges fiir ihre Ausstattung mit proteo- 








<A- 
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lytischen Enzymen anzustreben. Namentlich sollte die Analyse 
der Maltase') fiir die Proteasenbestimmung vorbildlich sein. 
Aber es sind dafiir nur Anfange erreicht. Die Schwierigkeiten 
sind gréBer als bei den Carbohydrasen wegen der mannigfaltigen 
Einfliisse hemmender und aktivierender Stoffe, worauf friihere 
Erfahrungen und die im vorigen Abschnitt erwihnten hin- 
weisen. Die quantitative Bestimmung eines Hefeenzyms ist 
auf folgenden Wegen gelungen: 

1. In der unversehrten lebenden Hefe (also bei AusschluB 
von Zellgift); im Falle eines zuckerspaltenden EKnzyms dann, 
wenn die Girung neben der Hydrolyse keine Rolle spielt. 
(Invertin in invertinreichsten Hefen.) 

2. In der noch lebenden Hefe bei Anwesenheit von Zell- 
gift, das zuniichst die Garung unterdriickt (iibliche Invertin- 
bestimmung). 

3. In der abgetéteten verfliissigten Hefe (Maltasebestim- 
mung). 

4. In Autolysaten, die das Enzym in maximaler Ausbeute 
enthalten. 

Um das Erepsin nach der Abtétung der Zelle aufzusuchen, 
wird die Hefe mit Essigester vergiftet. Nach erfolgter Ver- 
fliissigung verdiinnen wir und neutralisieren vorsichtig wihrend 
1 Stunde den ausgetretenen Verfliissigungssaft. Sogleich danach 
zeigt die Bestimmung gute ereptische Wirkung an. (Kontrollen 
ohne Peptidzusatz ergeben bei der kurzen Versuchsdauer und 
der geringen Hefemenge nur einen sehr geringen Aciditits- 


zuwachs.) Aber sie betrigt nur etwa 20—40°/, von der- 


jenigen der Autolysate, die ebenso, aber mit langerer Dauer 


vebildet werden, und zwar bezieht sich der Bruchteil auf die 
Wirkung vor der allm&hlich erfolgenden Aktivititssteigerung. 
Die Versuche der Tab. 11 geben einen Vergleich der direkt 
gefundenen Krepsinwirkungen mit den Werten, die man in der 
nach 6—9 Stunden gebildeten ersten Enzymlésung und nach 
ihrer Abtrennung in einer durch erneutes 1—2 Tage langes 





1) 4. und 6. Mitteilung ,,Zur Kenntnis der Hefemaltase“, Diese Zs. 
Bd. 115, S. 211 (1921) und Bd. 151, S. 242 (1925/26). 


(Enzym mit 0,226 g d,l-Leucylglycin (1,2 Millimol) bei p,,; = 7,8; 


Tabelle 11. 


trepsinwirkung von abgetéteten Hefen und Autolysaten. 


Phosphatpuffer; 1 Stunde bei 40° in 10 cem. ) 
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Entspr. Linh 




















891 Jur Re 
€ dur Best. Spaltung nach 
A angew. 
a, | 5 °3 | ao 2 | of 
rt der Bestimmun A | Sa . 2 
yom 5) Oe gee ; wee e § 
& feem) S22] Std. 20S8td.| TT = 
=) Gee fs 
(Std.) et | a 
9.7. | Direkt oo Eon es . ooo 
—0,18 
1,48 0.97 
9.7 CHCl,-Neutralautol. 24 1,0 | 0,125 0,08 no 0,035 
15.6. | Direkt — ?+— | 0,05 0,59 
— 0,01 
O58 | — 0,26 
15.6. | CHCl,-Neutralautol. 10 + 0,8 | 0,10 —0,03 0,43 | 0,0094 
15.6. | Toluol-Neutralautol. 
Fraktion 1 6 | 0,4 0,05 0,7 
— 0,00 
| 070 | —~ 0,34 
ee | , : | 
| Fraktion 2 46 | 0,4 | 0,05 0,54 
— 0,00 
O54 — 0,25 
14.7. | Direkt — | — | 0,075 0,79 | 
—0,04 | 
075 | — 0,35 
14.7. | Toluol-Neutralautol. | | 
Fraktion 1 9 | 1,0 | 0,125 1,70 
| — 0,00 
| 1,70 | — ! 1,23 
i 
Fraktion 2 . 48 | 0,4 | 0,05 1,03 | 
| —0,00 | 
1,08 | - 0,59 
| | 
Fraktion 3 120 | 4,0 | 0,50 050; — 0,22 
| 
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Digerieren der Heferiickstinde mit Wasser gewonnenen zweiten 
Autolysatfraktion erzielt. 

Die durch Abtétung der Hefe mit Chloroform und Neu- 
tralisieren eingeleitete Autolyse ist, wie die vergleichenden 
Versuche zeigen, ungeeignet; sie ergibt geringe, manchmal (wie 
in den Beispielen der ‘Tab. 11) sehr schwache ereptische Wir- 
kung. Dies ist mit geringen Abanderungen das auch von 
kK. G. Dernby angewandte Verfahren einer iibrigens genauen 
und verdienstvollen Arbeit ,Uber die Darstellung des poly- 
peptolytischen Fermentes der Hefe“ von A. H. Koelker.') Der 
Nachteil, welcher der Vergiftung durch Chloroform eigen ist, 
erstreckt sich gar nicht auf die Trypsinfreilegung. Essigester 
und Toluol sind die geeigneten Zellgifte zur Gewinnung der 
gesamten Proteasen. 

Der Gehalt der Hefe an Trypsin lat sich infolge seiner 
croBen Bestiindigkeit widerspruchsfrei in den nach unseren 
Krfahrungen mit vollstiindiger Ausbeute gewonnenen Autoly- 
saten bestimmen. Lift man die Enzymfreilegung bei der 
Autolyse mit eimem der genannten Zellgifte 48 Stunden an- 
dauern und die Proteasenliésung noch ebenso lange stehen, so 
ergibt die tryptische Wirkung auf Pepton oder Gelatine gut 
reproduzierbare maximale Werte. beispiele der Peptonspaltung, 
noch bei p,, = 6,5 bestimmt, verzeichnet die ab. 12. Die 
Schwankungen lagen im allgemeinen in engen Grenzen. Die 
Erfahrungen werden im Abschnitt 3 durch Bestimmung des 
Trypsins mit Gelatine nach dem schonenderen Verfahren der 
‘raktionierten Freilegung mit Toluol erginzt. 

So laBt sich der Proteasengehalt der Hefen in vorliufiger 
Weise schitzen. Man kann damit beurteilen, dab unter den 
Bedingungen der Invertinvermehrung in der Hefe auf das 
15—20 fache nach R. Willstatter, Ch. D. Lowry und 
K. Schneider’) durch Girfiihrung bei niedriger Zuckerkonzen- 
zentration der Proteasegehalt keinen nennenswerten Zuwachs 
erfihrt*), wihrend andererseits bei der Invertinverminderung 


') Diese Zs. Bd. 67, S. 297 (1910). 
*) 9. Abh. iiber Invertin, Diese Zs. Bd. 146, 5. 158 (1925). 
) A: a. ©. 8. 1%. 
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Tabelle 12. 


Trypsinwirkung von Hefeautolysaten auf Pepton. 


(Enzym mit 0,2 g Pepton und 1 cem m/3-Phosphat von py = 6,5 in 
10 cem; 24 Stunden, 40°). 





| 
| 
| 
} 


Einh. (ber. auf | ¢ 




















Qo 
q 2 
ae ics: E Angewandt = Hefetrockengew.) 
wn OO) 6's moO | 
o © iS 
S *s . > a = 2 ; © ® 
LY Se = wD 4, ote , £ ews 
Hefe vom [4 ss 5 ie . 71.4 é : : : 
x | C38 com | Eb ns 2 ae |S. 8 
“ ES & >| 8a), ses 
(Std.) | (Std.) ea ee Oe ee en 
30. 1. 24 96 _ 3 (0,8 3,42 3,75 | 2,68 
5. 2. 24 52 96 3 0,20 | 8,24 3,16 |- 2,25 
18. 2. 24 48 48 2 0,20 3,32 5,18 | 8,68 
13. 2. 24 48 48 8 | 0,30 | 3,60 4,51 | 38,22 
18. 2. 24 48 25 3 | 0,30 3,76 3,18 | 3,68 
20. 2. 24 44 |6Tage} 2 0,20 | 3,08 4,40 | 38,14 
28, 2. 24 52 48 2 0,20 | 2,92 3,44 2,46 
1. 1. 25 50 | 4Tage| 2 0,25 | 3,20 3,60 | 2,58 
21. 1. 25 120 | 8Tage | 2 | 0,25 | 3,32 4,08 2,91 
27. 2. 25 70 an 1 0,13 3,19 7,05 5,02 
7. 5. 25 58 48 1 | 0,18 | 3,11 6,60 | 4,70 
20. 5. 25 72 48 1 | 0,13 2,70 4,40 3,15 


in der lebenden Hefe durch EKinwirkung sehr verdiinter Siuren 
oder Alkalien nach R. Willstitter und Ch. D. Lowry?) mit 
der carbohydratischen Wirkung zugleich die proteolytische’) 
leidet, allerdings in geringerem MaBe. 


2. Darstellung des Hefetrypsins; Trennung 
von Invertin. 


Trockenpriparate des Hefetrypsins, wie sie fiir die Ver- 
suche der ersten Abschnitte unserer Arbeit gedient haben, 
gewannen wir aus den von Anfang an wenig ereptisch wirk- 
samen Chloroform—Neutralautolysaten nach lingerem Altern 
durch Fallung mit gleichem Volumen Aceton. Der mit der 
Zentrifuge abgetrennte ziihe Niederschlag verwandelte sich bel 


4) 11. Abh. itiber Invertin, Diese Zs. Bd. 150, S. 287 (1925). 
2) A. a. O. S. 295. 
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wiederholtem Verreiben mit Aceton in eine kérnige Masse, die 
noch mit Ather angeriihrt und im Vakuum getrocknet wurde. 
Die Ausbeute betrug 12 g aus 1 Liter Autolysat (entsprechend 
125 g Hefetrockengewicht). 

Wihrend von einem angewandten Autolysate 1 cem bei der Be- 
stimmung mit Pepton (py = 6,5) eine Spaltung entsprechend 1,85 ccm 
n/5-KOH bewirkte, ergab der entsprechende Anteil des Trockenpriparates 
Spaltung entsprechend 1,37 ccm; das zugehérige Volumen der Mutter- 
lauge rief keine Peptonspaltung hervor. 

Erepsinwirkung lieB sich nur mit 5mal gréBeren Mengen 
und langeren Spaltungszeiten feststellen. 

60 mg gaben unter den Bedingungen der Erepsinbestimmung in 
1 Stunde Spaltung entsprechend 0,05, in 24 Stunden 0,63 ecm n/5-KOH. 
Unter der fiir kiirzere Bestimmungsdauer geltenden Voraussetzung, dab 
Enzymmenge und Spaltungszeit fiir gleichen Umsatz umgekehrt pro- 
portional sind, ergibt sich aus der zweiten Zahl fiir die 60 mg ein Ge- 
halt yon 0,012 Erepsineinh., aus der ersten Zahl 0,024 + 0,015 E. 

1g des T'rockenpriiparates enthalt 0,2 scheinbare Erepsin- 
einheiten neben 10 scheinbaren ‘'rypsineinheiten (in bezug auf 
die Gelatinespaltung); in den erepsinreichsten Autolysaten (vgl. 
Tab. 18, Zeile 1) finden sich dagegen neben derselben Trypsin- 
menge 400 Erepsineinheiten. 

Solche Priparate der Proteasen enthalten natiirlich In- 
vertin. Die Trennung des proteolytischen vom rohrzucker- 
spaltenden Enzym haben schon M. Hahn und L. Geret?) an- 
gestrebt, aber ,,es gelang bisher nur einmal, eine sehr geringe 
Menge einer gut verdauenden und nicht invertierenden hygro- 
skopischen Substanz zu erhalten, als die Alkoholfillung mit 
der von Hammarsten zur Trennung des Labfermentes 
und Pepsins benutzten fraktionierten Bleiacetatfaillung kom- 
biniert wurde“. Die Trennung in der anderen Richtung, Dar- 
stellung von Invertin, das gegen Pepton fast ganz unwirksam 
ist, laBt sich durch Adsorption des Invertins an Kaolin aus 
stark essigsiiurehaltigen Autolysaten ausfiihren. Die fiir die 
Zwecke dieser Arbeit wichtigere Entfernung des Invertins von 





)In ,,Die Zymasegiirung, von E. Buchner, H. Buchner u. 
M. Hahn, 1903, S. 324. 
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ore 


den Proteasen griinden wir auf folgende Beobachtung: aus dey 
bei neutraler Reaktion rasch gebildeten frischen Hefeautoly- 
saten wird durch Ansiiuern HefeeiweiB in annihernd nativem 
Zustand ausgefallt!), den gréBten Teil der Proteasen enthaltend, 
zusammen mit wenigen Prozenten vom Invertin. Durch Wieder- 
holen der Fallung, oder viel besser, durch Auswaschen ni: 
sehr verdiinnter Kssigsiure lift sich das mitadsorbierte |)- 
vertin bis auf Spuren beseitigen. Der EiweiBniederschlag gil): 
die Protease gar nicht an Wasser ab. Man mu8 ihn in Wasser 
suspendieren und vorsichtig mit sehr verdiinntem Ammoniak 
bis zur beginnenden alkalischen Reaktion versetzen, um da: 
Trypsin in Lésung zu bringen, leider zugleich mit einem grofsey 
Teil des Proteins. Die Trypsinausbeute bewegte sich in sechs 
Beispielen zwischen 45 und 70 °/,. 

Von einem in 2 Tagen gebildeten und 2 Tage gealterten Autolysate 
(nach dem Verfahren von Abschn. [A der 8. Abh. iiber Invertin) ver- 
setzten wir 300 cem mit der nach Vorversuchen zur Fillung eben aus- 
reichenden Menge 2n-H,SO,, nimlich 12 cem. Der Eiweifniederschlag 
wurde abzentrifugiert und unter Anriihren in den Zentrifugenbechem 
mit 300 eem n/100-Essigsiure ausgewaschen. Zum Wiederlésen suspen: 
dierten wir ihn in 100 cem Wasser und fiigten verdiinntes Ammoniak 
bis zur eben erkennbaren alkalischen Reaktion hinzu. Ein Teil vom 
EiweiB blieb ungelést, das Filtrat ergiinzten wir auf 159 ccm. Die 
proteolytische Wirksamkeit ist durch folgende Betriige der Peptonspaltung 
(nach Abschn. I, 2, bei p,;,; = 6,5) bestimmt. 

1eem Autolysat spaltete entspr.. . . . 1,46 cem n/5-KOE! 

0,5 eem Proteaselésung __,, » « « « « 41,20 cem n/5-KOH 

1,04 eem von EiweiB befreites Autolysat entspr. 0,75 cem n/5-KOt! 
Dieses Autolysat aus gewodhnlicher Lierhefe enthielt 1,5 Saccharase- 
einheiten, die Proteaselésung 0,01 Saccharaseinheiten, also 0,7 °/,. 

In einem anderen Falle der Verarbeitung von 300 cem Autolys*’ 
mit einem Gehalt von 1,35 8.-E. betrug nach Wiederauflésen des Protein: 
und erneutem Ausfiillen mit 4,5 eem n-Essigsiiure der Saccharasegehal' 
der Trypsinlésung 0,02 Einheiten. 

Diese unter Chloroformvergiftung der Heie gewonnene» 
Autolysate enthalten im allgemeinen wenig FErepsin. Ei 


solches stark tryptisch wirkendes, aber auch mehr als sons 





1) R. Willstitter u. K, Schneider, 8. Abh. iiber Invertin, Dies 
Zs. Bd. 142, 8S. 257 und zwar S. 268 (1924/25). 
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erepsinhaltiges Material war geeignet, auch die zweite Protease 
auf dem beschriebenen Wege zu verfolgen. Nur etwa 10°) 
des Erepsins begleiteten das Trypsin, die Hauptmenge scheint 
zerstort worden zu sein. 

5,4 Liter in 2 Tagen gebildetes und ebensolang gealtertes Neutral- 
autolysat fiillten wir mit 174 cem 2 n-H,SO, und lésten den mit 3 Liter 
n/100-Essigsiiure gewaschenen Niederschlag unter Ammoniakzusatz in 
2 Liter Wasser auf. 
icem Autolysat spaltete Pepton (wie oben) entsprechend 3,11 ecm n/5-KOH. 
Die fiquivalente Menge (6,37 cem) der gereinigten Enzymlésung spaltecte 

entsprechend 2,11 cem n/5-KOH. 
i,0tcem eiweiBfreies Autolysat spalteten entsprechend 1,32 eem n/5-KOH., 

Vom angewandten Autolysate spaltete 1 cem in 80 Minuten 75 mg 
Leucylglycin (in 10 cem, py, = 7,8) zu 27°/, der |-Form, der entsprechende 
Anteil der gewonnenen Protease in 4,5 Stunden nur zu 24°/,. Im eiweib- 
freien Autolysat fehlte Erepsin giinzlich. 

Bedeutender Steigerung des enzymatischen Reinheitsgrades 
sind wir bei nochmaliger Fallung des Trypsins nach liingerem 
Altern seiner eiweiBhaltigen Loésung begegnet. Die Fallung 
des Hefeautolysates (750 ccm) und die Auflésung des Protein— 
Proteaseniederschlags in Wasser mit méglichst wenig Ammoniak 
zum Volumen yon 375 cem geschah wie oben. Wihrend 1 ccm 
vom Ausgangsmaterial Peptonhydrolyse entsprechend 3,19 ccm 
n/o-KOH bewirkte, entsprach die Wirkung der Aquivalenten 
Menge gereinigter Lésung 2,36 ccm, was eine Ausbeute von 
ast der Hilfte anzeigte. Nach 2 Monate langem Stehen bei 
Zimmertemperatur entsprach die Peptonspaltung fast un- 
verindert 2,20 und 2,29 com KOH. Aus 80 ccm der gealterten 
Lisung fiel beim Versetzen mit 20 ccm n-Essigsiiure ein auf- 
tallend geringer Niederschlag aus. Er enthielt gemib folgenden 
Bestimmungen nahezu */, vom Trypsin. 

0,75 cem gealt. Trypsinlésung spalteten Pepton entsprech. 2,66 cem 
n/5-KOH. 

Die iiquivalente Menge Fiillung (0,48 mg) spaltete Pepton entsprech. 
1,88 cem n/5-KOH, 

Die iiquivalente Menge Mutterlauge (0,94 eem) spaltete Pepton ent- 
sprech. 0,58 eem n/5-KOH. 

Das Trockengewicht des Autolysates (46,3 g) war bei der 
Herstellung der ersten Trypsinlésung auf 3/; (9,4 g) zuriick- 


5 
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gegangen. Die nach dem Altern gewonnene 2. Fallung (50,8 me 
aus 80 ccm, enth. 2g Trockensubstanz) hatte */,, vom Trocken- 
gewicht, aber mehr als die halbe Wirksamkeit der ersten yor- 
gereinigten Lésung. 


8. Darstellung beider Hefeproteasen. 


Fir das beste Verfahren zur Gewinnung der Hefeproteasen 
halten wir die rasche Vergiftung der unverdiinnten Hefe durch 
Hssigester (oder Toluol, wobei die Verfliissigung mehr Zeit be- 
ansprucht) und sehr kurz dauernde Autolyse unter Neutra- 
lisieren. Dieses Freilegungsverfahren ist aus den Arbeiten 
unseres Laboratoriums tiber Invertin (Abh. 10, Abschn. IT und 
Abh.12, Abschn.]; ferner Abh.6, Abschn.V iiber Maltase) heriiber- 
genommen. Es wird zur Darstellung der proteolytischen En- 
zyme so gehandhabt, daB nach vollstandiger Verfliissigung, die 
mit Essigester kaum 10 Minuten dauert, die gleiche Menge 
Wasser zugefiigt und die auftretende Saure wahrend 1 Stunde 
durch oftmaligen Zusatz von Ammoniak neutralisiert wird. 
Wie beim Invertin trennten wir nach einiger Zeit — hier 
etwa 1 bis 11/, Stunden nach Beginn der Vergiftung — eine 
Vorfraktion des Autolysates ab, die keine oder sehr wenig 
Protease enthilt. Der Gang der darauffolgenden Freilegung 
der beiden Proteasen ist etwas ungleich. Das Erepsin wird 
rascher freigelegt, so dafi meistens schon in 5 Stunden (vom je- 
ginn der Behandlung mit Essigester an) bei Zimmertemperatu 
die Hilfte dieses Knzyms in Loésung tibergegangen ist. Der 
begleitende Anteil des 'rypsins war in mehreren Versuchen 
merklich geringer. Es geniigte, 24 Stunden lang die Autolyse 
vor sich gehen zu lassen. Die Tab. 13 verzeichnet einige 
Beispiele, in denen der Gang der Freilegung durch Analyse 
von Fraktionen beobachtet wurde; eines davon soll beschrieben 
werden. Fiir die praparativen Zwecke verzichtet man aut 
diese Trennung und isoliert die proteolytisch wirkende Lésung 
nach 1 bis 2 Tagen. 

Beispiel. 300g frische Bierhefe wurden mit 15 cem Essigester 
rasch verfliissigt und darauf nach Verdiinnen mit 300 cem Wasser fort: 
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laufend mit Ammoniak neutralisiert. 1 Stunde nach Beginn trennten 
wir den sogenannten Verfliissigungssaft in der Zentrifuge ab. 

0,4 ecm der Vorfraktion gaben, auch nach eintégigen Altern, unter 
den tiblichen Bedingungen iets Peptidspaltung und 2,4 cem bewirkten 
in 24 Stunden keine merkliche Gelatinespaltung. 

Die Hefemasse suspendierten wir sofort von neuem in Wena zum 
Volumen von 600 cem und gewannen in weiteren 4 Stunden die erste 
Enzymfraktion. 

0,8 cem Proteaselésung bewirkten unter den Bedingungen der 
Erepsinbestimmung Spaltung gemiéB 0,89 cem n/5-KOH entsprechend 
0.45 Einh., d. i. 341 Einh. der ganzen Lésung. 

2 cem derselben Lésung erforderten mit Gelatine unter den fest- 
gesetzten Bedingungen (nach Abzug einer geringen Selbstspaltung im 
Kontrollversuch ohne Gelatine) 0,54 ecm n/5-KOH entsprech. 0,17 Einh., 
also 51 Einh. insgesamt. 

Die Heferiickstiinde wurden nochmals mit ebensoviel Wasser 
i6 Stunden der Autolyse tiberlassen; die zweite Enzymfraktion enthielt 
300 Einh. Erepsin und 86 Einh. Trypsin. 

0,4 cem Enzymlésung bewirkten Spaltung des Leucylglycins ent- 
sprechend 0,44 ccm n/5-KOH, d. i. 0,20 Einh. 

2 ecm derselben Lésung ergaben Gelatinespaltung entspr. 0,80 ccm 
n/5-KOH, d. i. 0,28 Einh. 


Tabelle 13. 


Freilegung des Erepsins und Trypsins durch rasche Autolyse unter 
Neutralisation. 





| 
| 
| 
| 
| 

















" no = eet 
© = to< | Erepsin- einh. (m.} Verh. d 
we . * TC = ee i ri . . 
Beschrei yeorere wo» Bee] einh. | Gelatine | Erep.-Einh. 
bung des Fraktion Six 5 igemessen)| z, d. Tryp.- 
Versuches a a = Einh. 
a’ | berechnet auf 100 g 
(Stdn.) frische Hefe 
900 ¢ Hefe | Fraktion 1 4 240 | 6 40 
verfl. mit m 2 48 293 46 6,4 
Toluol ‘s 3 120 41,5 3,2 3,6 
300 g Hefe | Vorfraktion 1 0 0 = 
verfl, mit | Fraktion 1 5 114 17 6,7 
Kssigester m 2 21 100 | 28 3,5 
at a 49 16 0 — 
300 g Hefe | Vorfraktion 1 me “a gio 
verfl. mit | Fraktion 1 5 113 19 5,9 
Essigester ‘ 2 21 110 33 3,3 
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III. Trennung der tryptischen und der ereptischen Komponente 
durch auswahlende Adsorption. 


Hetetrypsin wird zum Unterschied vom Pankreastrypsii 
durch Tonerde gut adsorbiert und im Gegensatz zum Papain 
viel besser aus sauerer als aus ammoniakalischer Lésung. Es 
wird daher aus den Adsorbaten von sehr verdiinntem Ammoniak 
eluiert, allerdings in maBiger Ausbeute. In den frisch dar- 
gestellten Neutralautolysaten steigt wihrend der Alterung yon 
einigen T'agen die Adsorbierbarkeit der Hefeproteasen an. 

Hefeerepsin ist aus sauerer Lésung in geringerem Mabe 
durch Tonerde adsorbierbar als das Trypsin, neben dem es 
vorkommt. Aus ammoniakalischer Lésung wird es kaum besser 
adsorbiert, diese Bedingungen sind aber fiir das leicht zer- 
setzliche Knzym gefahrlich, Aus Adsorbaten, die nach den 
Analysen der Restlésungen einen ‘'eil des Erepsins enthalten 
sollten, eluiert Ammoniak nichts davon. Wenn nun die fiir 
Trypsin notwendige Menge Tonerde in mehreren Anteilen an- 
gewandt wird, bleibt ein Teil des Krepsins enzymatisch eii- 
heitlich (gegen Gelatine unwirksam) zuriick. Anderseits liefert 
das Adsorbat beim Eluieren einheitliches, gegen Dipeptid un- 
wirksames ‘Trypsin. 

Auf Grund der quantitativ verschiedenen Adsorbierbarkeit 
laBt sich eine glatte, wenn auch mit Verlust verbundene Tren- 
nung durch Aluminiumhydroxyd ausfiihren, wodurch beide 
Hefeproteasen im homogenen Zustand zugiinglich werden. 
Hierauf beruht die genaue Bestimmung ihrer Spezifitiiten. 

Die Tab. 14 verzeichnet Beispiele fiir die abstufende Ad- 
sorptionswirkung der Tonerde auf das Proteasengemisch. In 
den Versuchen Nr. 4 und 5 hinterblieben 60°/, vom Erepsiu 
in der Restlésung, waihrend 80—90°/, des Trypsins weg- 
adsorbiert waren. Die Vervollstiindigung der Trennung zeigt 
das nachfolgende Beispiel. 

Beispiel: Ausgangsmaterial waren 60 ccm 7 Tage im Kis- 
schrank aufbewahrtes Essigester—Neutralautolysat, die 47 Erep- 
sineinheiten und 9,3 Trypsineinheiten (nach der Gelatinemethode) 
enthielten. Die Adsorption wurde bei 0° vorgenommen, indem 
man mit 2 ccm Hssigsiiure ansiiuerte und mit der Suspensiou 
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Tabelle 14. 
(Juantitativ verschiedene Adsorption der beiden Proteasen an Tonerde. 
(Angewandt Fraktion 1 aus Vers. 2 der Tab. 18. — Tonerde C.) 
































Angewandt 
; . Adsorbiert 
3 
as|,. | 42 Al,O,| Vol. | 
ed a Sa | a Reaktion Erepsin Try psin 
wo | BE | oD 
g mE | ao | 7 
- - i ees 
4y — as 0} -_ 0 
: (mg) | (ccm) Kinh. lo | Einh. le 
4 | 18 3.9 | n/20-NH, 15 50 | 9,7(2) | 54(2) | 0,4 10 
4 18 3,9 | n/10-Essigs. 75 50 — — 2,4 62 
4 18 3,9 n/50- ,, 300 50 18 100 3,9 100 
s+ | 18 39 | n/50- ,, 75 50 | 6,8 88 | 306 78 
6 | 43,5 | 8,4 | n/s0- ,, 114 | 100 | 17,2 39 «15 89 
1 147 | 9,3 | n/50- ,, 100 | 100 | 25 | 53 | 8,0 86 





von lang gealterter Tonerde C, enthaltend 0,1 g Al,O,, ver- 
setzte. Die auf 100 ccm verdiinnte Liésung trennten wir mittels 
der Zentrifuge vom ersten Adsorbate. 

Die Dipeptidspaltung durch 1,33 ccm Restlésung entsprach 
0,63 ccm n/5-KOH, woraus sich 0,30 Einheiten berechnen. 
Die Gesamtlésung enthielt demnach 22,5 Kinheiten, also waren 
24,5 Einheiten Erepsin adsorbiert. A.-W. der Tonerde 245. 

Die Gelatinespaltung durch 2,4 com Restlésung entsprach 
0,10 com n/5-KOH, d. i. 0,032 Kinheiten. Die ganze Rest- 
lésung enthielt also noch 1,3 Einheiten. Somit waren 8 Kin- 
heiten Trypsin adsorbiert; A.-W. der Tonerde 80. 

60 ccm der Restlisung (aus der Gesamtmenge von 100 ccm) 
vermochten wir durch nochmalige Adsorption mit 0,032 g Al,O, 
vom Trypsin vollends zu befreien. 

Gelatinespaltung wurde durch 2,4 ccm der neuen Rest- 
lésung in 24 Stunden nicht hervorgerufen. Nach Beendigung 
des Spaltungsversuches erstarrte die Lésung bei kurzem Ab- 
kiihlen mit Brunnenwasser vollstindig. 

Dipeptidspaltung durch 2 ccm der letzten Restlésung in 


1 Stunde entsprach 0,57 ccm n/5-KOH, also 0,26 Einheiten. 
19* 
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Im ganzen Volumen waren daher noch 8,1 EKinheiten Erepsin 
enthalten. Beriicksichtigt man, daB nur */, der ersten Mutter- 
lauge weiter verarbeitet wurden, so ergibt sich eine Ausbeute 
von 29°/, der angewandten, 60°/, der in der ersten Restlésung 
noch vorhandenen Menge. 

Das oben erwihnte Adsorbat eluierten wir nach Waschen 
mit sehr verdiinnter Essigsiure durch 50 ccm n/20-NH,. Die 
Elution wurde neutralisiert und auf 60 ccm aufgefiillt. Auf 
Leucylglycin wirkte sie gar nicht ein (gepriift mit 0,8 ccm unter 
den Bedingungen der Erepsinbestimmung). 

Die Gelatinespaltung durch 2 ccm entsprach 0,39 ccm 
n/5-KOH, ergab also 0,11 Einheiten Trypsin. Daher belief 
sich die Ausbeute in der ganzen Elution auf 3,3 Kinheiten, von 
der urspriinglichen Menge 35°/,, von der adsorbierten 41° .. 











Zur Kenntnis der Wachstumsfaktoren. VII. 


Von 


Hans y. Euler und Margareta Rydbom. 
(Mit 1 Figur im Text.) 


(Aus dem biochemischen Laboratorium der Hochschule Stockholm. ) 


(Der Redaktion zugegangen am 6. Januar 1926.) 


A. Uber die Wachstumsfaktoren des Blutes von Warmbliitlern. 


In einer vorhergehenden Mitteilung') wurde iiber orien- 
tierende Versuche berichtet, nach welchen dem Blut von Ratten 
eine betrachtliche Wachstumswirkung zukommt; das Blut ent- 
halt nach den gemeinsam mit Henry Widell angestellten 
Versuchen relativ groBe Mengen | D sowie auch anti-rachitisches 
Vitamin A 1. 

Die Versuche sind seither, teilweise unter Mitwirkung von 
Frl. Elsa Erikson weiter ausgedehnt worden. Sie bilden 
einen Teil unserer Untersuchung iiber den Angrifispunkt der 
fettléslichen Vitamine und Faktoren im Tierorganismus. Wie 
der eine von uns bereits friiher dargetan hat”), nehmen wir an, 
daB die fettléslichen Faktoren einen wesentlichen KinfluB aut 
Blut und Blutbildung besitzen. Auffallenderweise ist in der 
Literatur bis jetzt weder die Frage, an welchem Organ die 
in Rede stehenden Stoffe ihre Wirkung primir ausiiben, noch 
ihre Bilanz im Tierkérper diskutiert worden. 

Die friiheren Versuche mit Rattenblut wurden mit ver- 
hiltnismaBig groBen Blutmengen, namlich mit 0,5 g frischen, 





‘1H. v. Euler u. Sven Steffenburg, Diese Zs. Bd. 149, 8. 195 


2) H. v. Euler, Sv. Vet. Akad. Arkiv f. Kemi. Bd. 9, Nr. 28 (1925). 
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defibrinierten Blutes angestellt. Der zu den Versuchen ver- 
wendete Stamm weiBer Ratten zeigte nach 11), jahriger Zuchi 
in diesem Laboratorium Zeichen von Degeneration (vgl. 8S. 28%) 
Ks wurden daher diese Versuche zunichst wiederholt, und zwar 
mit weiBen Ratten, die wir ebenfalls Herrn Dr. Sopp, Kap. 
verdanken. Die Ratten erhielten wieder das Blut ihres eigenen 
Stammes. Wir geben der Kiirze halber im folgenden nur die- 
jenigen Versuche an, bei welchen in Parallelserien durch eine 
ermittelte Menge defibrinierten Blutes ein Kérpergewichtzuwachs 
von 3—4 g per Woche erzielt wurde.'!) Bei Verwendung vo» 
Blut frischer, 3—5 Monate alter Tiere betrug diese Blutmenge 
0,2 g. Beziiglich des Blutes rachitischer Tiere kénnen wir das Ev- 
gebnis von v. Kuler und Widell bestiitigen; wir kommen hieraui 
ausfiihrlicher nach Abschlu8 weiterer Versuchsreihen zuriick. 

Das defibrinierte Blut wurde nun in unserer friiher |ye- 
schriebenen Anordnung (Abstand von der Quarzlampe 5 cm. 
Stromstirke 3 Ampere; 12 Minuten Belichtungsdauer) durch 
Quarz (ohne Strahlenfilter) bestrahlt. Es liegen nur 3 Versuche 
vor, von welchen einer ein anormales Tier betrifft und deshalb 
ausscheidet. Die beiden anderen Versuche lieferten als Mitte! 
aus 1,9 ¢ und 1,5 ¢ den Wert 1,7 g. Die Aktivierung durcl: 
die Belichtung war also gering, wenn auch auferhalb der Ver- 
suchsfehlergrenzen. 

Die nichste Versuchsreihe wurde mit Ochsenblut angestellt, 
das aus dem hiesigen Schlachthaus stets vollkommen frisch ge- 
liefert wurde und nie Alter als 2 Tage nach dem Schlachten 
ebenfalls defibriniert zur Verwendung kam. Uber den Zustand 
der Schlachttiere kénnen keine niheren Angaben gemacht werden. 
Die einzige Versuchsreihe (mit 2 Ratten) ergab eine etwas 
gréBere erforderliche Blutmenge, naimlich 0,25 g Blut fiir den 
Normalzuwachs. Wir kénnen noch nicht angeben, ob dieser 
Unterschied gegeniiber Rattenblut nur auf individuelle Schwan- 
kungen zuriickzufiihren ist oder allgemeinere Giiltigkeit hat. 
Bemerkenswert und fiir die Fortsetzung unserer Versuche mab- 





1) Hinsichtlich der Grundkost sowie der Zugaben von B- uni 
C-Vitamin verweisen wir auf die friiheren Mitteilungen (Nr. I—V1) in 
dieser Zeitschrift. 
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gebend war der gréBere HinfluB der Ultraviolettbestrahlung. 
Unter genau den gleichen Umstinden, welche bei der Be- 
strahlung des Rattenblutes genherrscht hatten, wurde nunmehr 
nach 12 Minuten langer Bestrahlung ein Riickgang der zum 
Normalzuwachs erforderlichen Blutmenge auf 0,15 g Blut per 
24 Stunden erreicht. 

SchlieBlich kénnen wir noch 2 Versuche mit Meer- 
schweinchenblut anfiihren. Die etwa 2 Monate alten Tiere 
waren mit Haferkleie und Weizen unter reichlicher Zugabe 
von Kohl und anderem Griinfutter ernihrt worden und zeigten 
keine Spur von skorbutischen Symptomen. Nach den bis jetzt 
sewonnenen Krfahrungen war ihr Blut in normalem Zustand 
am wenigsten aktiv; es wurden zum Normalzuwachs 0,3 g per 
Tag verbraucht. Andererseits iibertraf das Meerschweinchen- 
blut die beiden obenerwihnten Blutarten hinsichtlich der 
Fabigkeit, unter dem KinfluB ultravioletter Strahlen gréBere 
Wachstumsaktivitiit anzunehmen (mehr R-Faktoren auszubilden). 
Die zum Normalzuwachs erforderliche Blutmenge ging nimlich 
auf 0,15 g bis 0,10 g Blut herunter. 

Was nun die hier angegebenen absoluten Zahlen betrifit, 
so muB nochmals betont werden, daB dieselben durch indi- 
viduelle Einfliisse mitbedingt sein kénnen, insbesondere durch 
die Zusammensetzung der Nahrung, iiberhaupt durch den 
Stofiwechsel und den physiologischen Zustand unmittelbar vor 
der Tétung bzw. vor der Blutentnahme. Hunsichtlich der 
Aktivierung durch die Bestrahlung ist besonders daran zu er- 
innern, daB an vorliegendem Material das Optimum der Be- 
strahlungszeit nicht besonders festgestellt worden war und dab 
dasselbe fiir die drei untersuchten Blutarten keineswegs not- 
wendig iibereinzustimmen braucht. Unter diesen Vorbehalten be- 
ziiglich der Reproduzierbarkeit der gefundenen Werte seien 
dieselben nun tabellarisch zusammengestellt: 





Erythrocyten 














g Blut zum Normalzuwaechs | Unbestrahlt | Bestrahlt 

per cem 
NT a 1s. a.g Pugh re Say 0,2 0,17 9 Millionen 
RAR He, ap 88 al 0,25 0,15 — 
Meerschweinchen. . . . . 0,30 0,15—0,10 | 6 Millionen 
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Fiir die Weiterfiihrung dieser Versuche war es erforder- 
lich, sich Anhaltspunkte oder wenigstens eine Arbeitshypothese 
iiber die im Blut wirksamen Stoffe zu verschaffen. Hs lag 
natiirlich nahe, an den Fett- bzw. Lipoidgehalt, besonders 
den Cholesteringehalt der Blutkérperchen, und zwar sowohl 
der Erythrocyten wie der Leucocyten zu denken. Immerhin 
schien es uns zur Festlegung eines Arbeitsplanes wiinschens. 
wert, iiber die eventuelle Mitwirkung anderer Blutbestandteile 
Erfahrungen zu besitzen. 

Wir haben deswegen einige Versuche iiber die Blutfarb- 
stoffe und ihre Derivate angestellt. 

Das Oxyhimoglobin war ein ilteres krystallinisches 
Priparat aus Pferdeblut. ‘T'agesdose 0,1 g in je 1 com Wasser 
verrieben. Wegen Materialmangel konnte nur 1 Belichtungs- 
versuch ausgefiihrt werden. Wachstumswirkung konnte weder 
am unhelichteten noch am belichteten Stoff festgestellt werden. 

Kin ebenso deutlich negatives Resultat ergab sich mit 
Himatin. Tagesdose ebenfalls 0,1 g. 

Kin Praiparat von Himatoporphyrin verdanken wir der 
Freundlichkeit von Herrn Geheimrat Hans Fischer. Bei Tages- 
dosen von 0,1 g hatte sich wihrend 6 Tagen kein Zuwachs 
feststellen lassen. 

Nachdem sich also gezeigt hatte, daB weder Oxyhimoglobin 
noch Derivate desselben 1 D-Wirkung oder R.] D-Wirkung zeigten, 
wurde 1 Versuch mit Stroma angestellt. Dasselbe wurde in 
folgender Weise gewonnen: 


Die abzentrifugierten Blutkérperchen wurden mit Kochsalzlésung 
vom Serum befreit. Dann wurden die Blutkérperchen mit dem 5 fachen 
Volumen Wasser gemischt und durch wiederholtes Gefrieren hiimolysiert 
(Zusatz von Ather war wegen der spiiteren Verwendung nicht angiingig). 
Nach Abzentrifugieren des gré8ten Teils der Leukocyten wurde das 
Stroma durch Ammoniumsulfat abgeschieden. 


Entgegen unseren Erwartungen erwies sich das Stroma in 
der bis jetzt angestellten Versuchsserie (Stroma aus Rinderblut’, 
bezogen auf Trockengewicht, erheblich weniger aktiv bezgl. des 
Faktors 1 D als das Blut. Es wurde zur Erreichung des Normai- 
zuwachses 0,3 g Trockengewicht per Tag verbraucht; Belichtungs- 
versuche wurden noch nicht angestellt. Obwohl dieses Resultat 
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noch der Bestitigung bedarf, schien es uns doch darauf hinzu- 
deuten, daB die starke Wachstumswirkung des Blutes nicht allein 
an die lipoidléslichen Vitamine und Faktoren der Ele- 
mente des Blutes gekniipft ist. Es kommt nun dafiir in 
erster Linie der wasserlésliche Wachstumsfaktor hD in Betracht, 
ferner die wasserléslichen Co-Enzyme und Hormone. Die 
nihere Untersuchung der wasserléslichen wachstumssteigern- 
den Bestandteile des Blutes wird in diesem Laboratorium durch- 
gefiihrt. 

Fiir die hier mitgeteilten experimentellen Befunde iiber 
die Wirkung des Ratten-, Rinds- und Meerschweinchenblutes 
waren nun Beziehungen aufzusuchen mit der relativen Anzahl 
der Erythrocyten und Leukocyten und mit dem Gehalt der- 
selben an Lipoiden und besonders an Cholesterin. Was die 
Beziehung zu der Erythrocytenzahl betrifit, so reichen die in 
der Literatur vorliegenden Angaben auch nicht zu einer vor- 
liufigen Priifung aus. Aber selbst wenn zuverlissigere Mittel- 
werte vorligen, als dies der Fall ist, so sind doch die Schwan- 
kungen unter dem Einflu8 der Erniihrung, des physiologischen 
Zustandes usw. so bedeutende, dab dieselben hier nicht ver- 
wendbar waren. Es lassen sich fiir den genannten Zweck nur 
einige Zihlungen an den zur Verfiitterung gelangenden Blut- 
proben verwenden (siehe T'abelle S. 285, letzte Spalte). 

Ahnlich liegen die Verhiiltnisse, wenn es gilt, den a priori 
wahrscheinlicheren Zusammenhang zwischen dem Gehalt des 
Blutes an Cholesterin und seiner 1 D-Wirkung quantitativ zu 
priifen. Besonders bei den Herbivoren kommen groBe Schwan- 
kungen je nach der Diit!) und je nach dem physiologischen 
Zustand?) vor. Nach einem Verfahren, welches sich an die 
Mikromethoden von Bang‘) (1911) und von Leiboff*) anlehnt, 

) Vel. hierzu z. B. Schénheimer, Virchows Archiv Bd. 249, 5. 1 
(1924); Biochem. Zs. Bd. 147, S. 258 (1924). 

*) Kinen interessanten Beitrag hierzu lieferten kiirzlich Baumann 
u. Holly, Jl. of Biol. Chem. Bd. 59, S. XXV (1924). 

*) Die Fehlerquellen dieser Methodik werden neuerdings vou 
Johanna MaaB, Biochem. Zs. Bd. 144, S. 379 (1924), allerdings vielleicht 


etwas tibertrieben, betont. 
‘) Leiboff, Jl. of Biol. Chem. Bd. 61, S. 177 (1924). 
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wurden bei unseren Ratten Schwankungen bis zu 80°), be- 
obachtet.') 

Auch was die Ausbildung des Faktors R1D betrifit, also 
der Aktivierung durch die Bestrahlung, so hat sich bis jetz: 
der gesuchte Zusammenhang mit dem Cholesteringehalt noch 
nicht ergeben. Die Schwierigkeiten, zu definitiven Ergebnissex 
zu gelangen, liegen vielleicht — abgesehen von der Beteiligunyg 
wasserléslicher Faktoren an der Zuwachswirkung — auch darin, 
daB, wie wir bestiitigen?) konnten, verschiedene Cholesterinester 
durch Bestrahlung verschieden aktiviert werden. *) 





B. Uber die Veranderlichkeit der individuellen Wachstums- 
fahigkeit bei einem Rattenstamm. 


Fiir die hier mitzuteilenden Beobachtungen, welche zuy 
iiberwiegenden Teil in ein Gebiet der Biologie fallen. 1 
welchem die Biochemie noch nicht FuB gefaBt hat, und au 
welchem uns auch die \Voraussetzungen zu eingehenderen Studien 
fehlen, nehmen wir deswegen die Aufmerksamkeit der Vitamin- 
forscher in Anspruch, weil sie auf einen unserer Meinung nacl 
nicht zu vernachliissigenden Umstand bei der Handhabung der 
iiblichen Methodik hinweisen. 

Der von uns meist benutzte Stamm weiBer Ratten wurde 
uns vor etwa 2 Jahren von Herrn Dr. O. Sopp, Kap, freund- 
lichst iiberlassen. Gelegentlich der Priifung verschiedener Tran- 
derivate haben wir sofort Standardversuche mit einigen norwe¢i- 
schen Fischlebertranen angestellt. Ks ergab sich dabei folgendes: 

Bei Ernihrung mit einer Grundkost der Zusammensetzung: 


f 


Casein, vitaminfrei . . 20 Tle. Gehiirtetes SteinnuBél . 15 
Reisstirke ... . . 52 Tie. Salzgemisch Mec Collum. 5 


und bei Zufuhr von B-Vitamin und hD-Faktor durch 5 Tle. 
Marmite sowie Citronensaft (neutralisiert auf etwa p,, = 5) im 


r 


rle 
ie 


1) Uber diesbeziigliche Versuche mit Vogelblut hoffen wir bald be- 
richten zu kénnen. 

*) Vel. H. v. Euler, Sv. Vet. Akad. Arkiv f. Kemi. Bd. 9, Nr. 25 
(1925). 

3) Uber Cas. Funks ,,Vitasterin E“ siehe die Monographie dieses 
Forschers: ,,.Die Vitamine’, 3. Aufl. 1924. 
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Wasser ad libitum, wurde an 4 Wochen alten, nach etwa 
\4tagiger Ernaihrung mit dieser A- und | D-freien Grundkost 
und nach eingetretenem Stillstand des Zuwachses durch Gaben 
von 383mg Normaltran tiglich wihrend 5 Wochen ein sehr an- 
nihrend konstanter Zuwachs von 4,5 g per Woche erzielt. 
Die ausgewachsenen Ratten dieses Stammes erreichten vor 
etwa 2 Jahren ein mittleres Gewicht von etwa 350 g (minnliche 
fatten), wihrend das Gewicht unmittelbar nach dem Wurf 
etwa 20 g betrug. 

Der Stamm entwickelte sich unter giinstigen ‘iuBeren 
Verhiltnissen in einem gut ventilierten und vom ‘T'ageslicht 
gut erhellten Raum bei allseitiger wahlireier und reichlicher 
Nahrung und einer mittleren Wintertemperatur von etwa 18° 
aus drei minnlichen und 8 weiblichen Tieren. Aus diesen 
hat sich einstweilen der Stamm durch Inzucht und zwar an- 
fangs lebhaft fortgepflanzt. Zahl der Generationen und der er- 
zeugten Tiere laBt sich nicht mehr genau feststellen. 

Nach dieser etwa 2jiihrigen Inzucht zeigt sich der 
Stamminmehrfacher Beziehunggeschwicht. Das Gewicht 
nach dem Wurf betragt etwa 10 ¢, das der ausgewachsenen 
Minnchen etwa 350 g. 

Die quantitativ feststellbare, und hier interessierende 
Veranderung ist die bei unverinderter Zusammen- 
setzung der Grundkostundiibrigen Lebensbedingungen 
verminderte Zunahme des Kirpergewichtes bei gleicher 
Zufuhr von fettléslichem A-Vitamin und 1 D-Faktor,. 
baw. hypothesenfrei ausgedriickt, bei gleicher Zufuhr you 
Normaltran. 

An Stelle des friiheren Mittelwertes tritt jetzt eine an- 
genihrt gleich groBe Wachstumsgeschwindigkeit erst hei einer 


tighichen Dose von 20—40 mg — auch die individuellen 
Schwankungen sind sehr auffallend und auch dann hilt der 
Zuwachs nicht linger als etwa 3 Wochen an. Der Unterschied 
im Wachstum des frischen und des degenerierten Stammes wird 
durch die beiden Kurven I und II der Figur veranschaulicht 

Es ist ohne weiteres deutlich, dai ein solcher Stamm 
von Ratten zu Gehaltsbestimmungen nicht verwendbar ist. 
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Methodisch verdient aber dieser vielleicht etwas extreme }'q|] 
Beachtung, weil die Degeneration sich zweifellos kontinuier|ic) 





7 























Versuchstage 


aus verhailtnismaibig geringen Anfingen entwickelt, und weil 
andererseits Inzucht von Stimmen von Versuchstieren wie 
Ratten haufig vorkommen diirfte. +) 

Vom rassenbiologischen Standpunkt bieten diese Fille 
von Degeneration, bei welchen ein zum Wachstum erforderlicher 
Nahrungszusatz quantititativ meBbar ist, vielleicht geniigend 
Interesse, um eine Fortsetzung der Versuche von dieser Seite 
zu veranlassen. 





'!) Uber Anomalien des Wachstums durch Vitamin-Unterernihrung 
siehe auch Cramer, Brit. Jl. exp. path. Bd. 3, S. 298 (1922). 

Bemerkenswerte Beitriige zur Kenntnis der Erniihrungsbedingungen 
geben Sherman u., Mitarb. (Munsell, Boynton, Storms u. Mac Leod): 
Jl. Am. chem. Soe. Bd. 47, S. 1639—1662 (1925). 














Zur Kenntnis des Spermins. IV. 


Von 
F. Wrede. 
(Unter Mitarbeit von E. Strack. 
Mit 1 Tafel. 


(Aus dem physiologischen Institut der Universitat Greifswald.) 


) 


(Der Redaktion zugegangen am 7. Januar 1926, 


Die Krystalle, die aus menschlichem Sperma beim Stehen 
auskrystallisieren, sind, wie wohl nicht allgemein bekannt sein 
diirfte, zuerst von Leeuwenhoek im Jahre 1678 beschrieben 
worden?) und zwar in derselben Mitteilung an die Royal So- 
ciety, in der er die Auffindung der Spermatozoen beschreibt.”) 

Schreiner hat im Jahre 1878%) diese Krystalle auf ihre 
chemische Zusammensetzung hin untersucht mit dem Ergebnis, 
da sie das Phosphat einer organischen Base C,H,N, des Sper- 
mins, selen. Schreiners Darstellungsvorschrift wurde in der 
Folge des 6fteren nachgepriift, ohne daB es gelungen wire, 
nach ihr die Krystalle wiederzugewinnen. So daB die Existenz 
der Schreinerschen Base bis vor kurzem recht zweifelhaft war. 
Zwar erschienen ab und zu Verdffentlichungen, in denen be- 
hauptet wurde, daB das Spermin wieder dargestellt sei, aber 
keine dieser Arbeiten gab reproduzierbare Vorschriiten ode: 
zuverlissiges Analysenmaterial. Vor allem A. Poehl beschiit- 
tigte sich mit der Untersuchung des interessanten Koérpers, den 
er als Heilmittel gegen fast alle méglichen Krankheiten in 


*) Phil. Trans. Royal Soc. London Bd. 12, S. 1042. 
*) Rosenheim, Biochem. Jl. Bd. 18, 8S. 1253 (1924). 
*) Liebigs Ann. der Chem. Bd. 194, 5. 68 (1878). 
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den Handel brachte (,Sperminum Poehl“). Die Arbeite) 
Poehls sind recht liickenhaft und fanden wohl nicht immer 
Glauben. Eine vom Medizinalrat zu St. Petersburg eingesetzte 
Kommission stellte fest, daB in den Priparaten Poehls keine 
, schreinersche Base“ enthalten sei.') Auch von mir konnte 
in den zugeschmolzenen Ampullen, die ,Sperminum Poehl: 
enthalten sollten, kein Spermin nachgewiesen werden, obwobhl 
mir eine Methode zur Verfiigung stand, die das Spermin selbst 
in den kleinsten Spuren erkennen laBt. Trotz alledem hat 
Poehl zweifellos Spermin in den Hinden gehabt, wie aus den 
Abbildungen in seinem Buche?) deutlich hervorgeht. Seine 
Photogramme zeigen dieselben Krystalle, die weiter unten |e- 
schrieben werden sollen. 

Die UngewiBheit tiber die Natur des Spermins wurde niclit 
behoben durch eine kurze Notiz von M. Chr. Rosenheim’), 
in der mitgeteilt wurde, dafS das Spermin wieder dargestellt 
sel. Denn es wurde weder die Methode zur Isolierung noch 
eine Analyse, noch eine physikalische Konstante angefihrt, da- 
gegen wurde auf eine spitere Verdéffentlichung vertréstet, die 
aber bis zum Jahre 1924 noch nicht vorlag. 

Vor 2 bzw. 3 Jahren beschrieb ich — die Arbeiten wurden 
zum ‘Teil unter Mitwirkung von E. Banik ausgefiihrt — die Dar- 
stellung einer Base aus dem Sperma, an deren Identitit mit der 
Schreinerschen kaum gezweifelt werden konnte.*) Zwar erwies 
sich die von Schreiner aufgestellte Formel als falsch. Auch 
seine Darstellungsvorschrift wurde als undurchfiihrbar erkannt. 
— Das Spermin hat nach meinen Analysen die Formel C,,H,,.,. 
Von ihm wurden eine Anzahl gut krystallisierender Salze und 
Derivate beschrieben. Die Beschreibung des _ krystallisierten 
Phosphats stellte ich in Aussicht.®) Weiter hatte ich mir die 
Aufgabe gesetzt, das Vorkommen von Spermin in anderen 


1) Chem. Zbl. 1891, Bd. 1, S. 444. 

*) Die physiologisch-chem. Grundlagen der Spermintheorie usw. 
St. Petersburg 1898. 

3) Jl. of Physiol. Proc. Bd, 51, 8. 6—7 (1917). 

4) Diese Zs. Bd. 131, S. 38 (1923); ebenda Bd. 138, S. 119 (1924). 

5) Diese Zs. Bd. 138, S. 127 (1924). 
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Organteilen zu priifen (wie Schreiner angibt, tindet es sich 
nicht nur im Sperma), und den Abbau sowie die physiologische 
Funktion der Base zu untersuchen. 

Ktwa */, Jahre nach dem Erscheinen meiner letzten Arbeit 
kamen zwei Publikationen von O. Rosenheim, Dudley und M. 
Chr. Rosenheim heraus}), die meine Ergebnisse vollauf be- 
stiitigten. Aufer der Beschreibung der von mir dargestellten 
Derivate gaben sie auch die des von mir unterdes isolierten 
Phosphats.*) 








1) Biochem. Jl. Bd. 18, 8. 1253 u. Bd. 18, 8. 1263 (1924). 

*) Obwohl die englischen Forscher, wie aus ihren Arbeiten hervor- 
geht, von meinen siimtlichen Publikationen iiber das Spermin Kenntnis 
hatten, halten sie es in der einen Arbeit {[Biochem. J]. Bd. 18, S. 1263 
(1923)|, die in vielen Punkten eine véllige Wiederholung der meinen ist, 
nicht fiir nétig, auf meine Untersuchungen hinzuweisen. In der anderen 
Mitteilung [Biochem. Jl. Bd. 18, 8. 1253 (1924)] wird zwar meiner Ar- 
beiten Erwiihnung getan, doch méchte ich es dahingestellt sein lassen, 
ob diese Hinweise ein klares Bild meiner Prioritiit iiber diesen Gegen- 
stand geben kénnen und sollen. Solche Bemerkungen wie: ,,Wrede and 
Banik, after an unsuccessful attempt, consider it doubtful whether the 
phosphate will ever be obtained again‘ (S. 1254) sind irrefiihrend, wenn 
weiter nichts vorher iiber unsere Befunde gesagt wird. Zudem habe 
ich in meiner letzten — Rosenheim bekannten — Mitteilung klar 
ausgesprochen [Diese Zs. Bd. 138, S. 127 (1924)]: .,Uber die Existenz und 
die Natur des krystallisierten Phosphats soll spiiter berichtet werden“, 
woraus hervorging, dai ich das Salz dargestellt hatte. — Ebenso muB 
sich O, Rosenheim iiber die Haltlosigkeit seiner Bemerkung klar sein: 
,Wrede and Banik were evidently unaware of the recent confirmatory 
work of M. C. Rosenheim" (S. 1254), da er mir eigenhindig diese Notiz 
geschickt hatte und ich ihrer in meiner Publikation [Diese Zs. Bd. 138, 
S. 119 (1924)| Erwiihnung getan hatte. — Ich gebe zu, daB die englischen 
Forscher die Analyse des Sperminphosphats zuerst veréffentlichten, 
aber erst, nachdem ich das Spermin in zahlreichen anderen Derivaten 
charakterisiert hatte. Wenn nun Rosenheim olne irgendwelche Pri- 
liminarien schreibt: ,,Jn my own earlier attempts to prepare spermine 
phosphate from semen, I invariably failed, as no doubt other observers 
before, and Wrede since has done, to isolate the crystals“ (8. 1255), 
so sehe ich darin eine Irrefithrung, ebenso wie in der Anmerkung 
S. 1261, wo er von dem von mir isolierten Spermin sagt: ,,Proof of this 
identity would only be afforded by the preparation of the characteristic 
phosphate, a task which apparently Wrede has not yet been able to 
accomplish“. Wie oben erwihnt, hatte ich die Beschreibung des Phos- 
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Die Darstellung des Spermins wurde in meinen friiherey 
Arbeiten so beschrieben: Das Sperma wird durch Aufkochey, 
dann durch Fallen mit Bleiessig vom Kiweif befreit, das Spermiy, 
wird als Phosphorwolframat neben anderen Basen gefallt und 
als fast unlidsliches Chloroaurat isoliert. Da diese Methode zum 
Aufarbeiten gréBerer Mengen zu kostspielig ist, wurde eine 
Methode ausgearbeitet, nach der das Spermin als Phosphat ab. 
geschieden wurde. Dieses Phosphat, das in der Krystallform 
zweifellos identisch ist mit den oft beschriebenen ,,Samen- 
krystallen“ scheidet sich leicht ab, wenn Spermin bei Gegen. 
wart von Orthophosphorsiure auf eine Wasserstoffionen- 
konzentration gebracht wird, die gleich der ,,physiologischen: 
ist (p, = 7,0). Es lést sich in etwa 100 Teilen kochenden 
Wassers, in eiskaltem dagegen so gut wie gar nicht, so dab 
es leicht umzukrystallisieren ist. Die Abscheidung wird durch 
Zusatz von etwas Alkohol sehr beschleunigt, wie schon Poeh!| 
angibt. Kine Abbildung der Krystalle befindet sich auf bei- 
getiigter Tafel. 

Da die aus den Organen abgeschiedenen Phosphuat- 
krystalle noch recht viele Verunreinigungen enthalten kénnen, 
beim Umkrystallisieren aber immer mit Verlusten zu rechnen 
ist, wurde zur quantitativen Bestimmung des Spermins stets 


phats angekiindigt. — Weiter: Die Identitét der von Rosenheim u. M. 
dargestellten Koérper mit den von mir beschriebenen wird anerkannt 
in spite of various discrepancies in connection with melting points and 
analysis‘. Meine analytischen Daten stimmen innerhalb der iiblichen 
Fehlergrenzen, wie ich durch neuerliche Kontrolle festgestellt habe. 
Sich um eine Schmelzpunktsdifferenz von einigen Graden bei Chloro- 
auraten, Chloroplatinaten und Pikraten zu streiten, wird allen denen 
miiBig erscheinen, die sich mit derartigen Konstanten soleher Kérper 
einmal kritisch beschiftigt haben. — Der experimentelle Beweis, 
da8 im Sperma eine Base von der Formel C,,H,,N, vorkommt, 
ist zuerst von mir gefiihrt worden. Denn dab dieser Beweis 
durch die Analyse des Phosphats von Schreiner oder des Platinats 
von Poehl erbracht ist, wird niemand behaupten wollen. Die Arbeiten 
von O. Rosenheim und Mitarbeitern haben in dieser Beziehung lediglich 
eine Bestitigung meiner Befunde gebracht, dariiber hinausgehend nur 
die Feststellung, da8 das von Schreiner erhaltene Phosphat das Phos- 
phat der von mir beschriebenen Base ist. F. Wrede. 
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so verfahren, dafi das Phosphat (C,,H,,N,-2H,PO, + 6H,0; 
M..G. = 506,4) in verdiinnter Salzsiiure gelést mit Goldchlorid 
sefallt wurde. Das Chloroaurat (C,,H,,N,-4HAuCl, + 4H,O; 
M.-G. = 1634,4) wurde getrocknet und gewogen. 

Die Ergebnisse der sehr zahlreichen Analysen sind im 
folgenden mitgeteilt; die Zahlen beziehen sich auf frische 
Oyganteile, zum Teil sind sie Mittelwerte mehrerer Analysen: 


























Angewandte] Trockenes Berechnetes Gehalt re 
nee Si henameiil freies freiem 
Organe — Spermin Spermin 
Ss mg mg */o0 
; 
Menschlicher | 
Hoden 600 16 2,0 0,005! 
Menschlicher 
Muskel 1000 70 8,8 0,009 
Menschliches 
Gehirn 2000 240 30,0 0,015 
Menschliche 
Milz 1000 180 22,5 0,023 
Menschliche 
Leber 2000 800 100,0 0,050 
Menschliches 
Pankreas 1000 430 53,8 0,054 
Menschliches 
Sperma 
(in Alkohol ’ 
konserviert) 200 600 75,0 0,380! 
Rindermuske! 800 67 8,0 0,010 
Rinderhoden 1000 105 13,1 0,013 
Rinderprostata 600 70 8,8 0,014 
Rinderpankreas 
(weibliche Tiere) 1000 700 87,5 0,087 
Rinderblut 1000 Spuren {| Spuren Spuren 
Brauercihefe deutliche Mengen, aber nicht quantitativ bestimmt 





Wie ersichtlich, findet sich das Spermin weit verbreitet 
im Kérper, und zwar keineswegs nur in dem miinnlicher Tiere. 
Am besten eignet sich zur Darstellung Rinderpankreas. Wir 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CLIII. 20 
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haben weit tiber 100 kg desselben auf Spermin verarbeitet, 
wobei es sich zeigte, daB die Ausbeuten beim miinnlichen und 
weiblichen Tier gleich waren.') 

Hochst interessant ist nun, daB das Sperma einen etwa 
50—100fach gréBeren Gehalt an Spermin aufweist als de 
Hoden. Es scheint darin ein weiterer Hinweis zu liegen fiir 
die Theorie, da8 das Spermin die Bewegung der Spermatozoen 
fordert. Nach Fiirbringer?) soll der Prostatasaft ,in spe. 
zifischer Weise das in den Spermatozoen schlummernde Leber 
auslésen“, Die Erwartung, daB sich in der Prostata nun das 
Spermin in gehiufter Menge fiinde, wurde nicht bestiitigt, 
Ob das Spermin von der Prostata oder von anderen Teilen dey 
Samenwege abgeschieden wird, oder ob es etwa aus gewisseu 
im Hoden schon vorhandenen ,,Vorstufen“ waihrend der Wan- 
derung durch die Samenwege entsteht, midge dahingestellt 
bleiben. Untersuchungen dariiber, wie das Spermin auf durch 
Punktion gewonnene Spermatozoen wirkt, sind im Gange. 

Nachdem nun das Spermin in gréBerer Menge zur Vev- 
fiigung stand, konnten seine Kigenschaften weiter untersuclit 
werden, sowohl was seine Konstitution als seine pharmakologische 
Wirkung anbetrifft. 

Die aus dem Phosphat mit Baryt in Freiheit gesetzte 
Base stellt in trockenem Zustande eine Krystallmasse dar, 
die zum ZerflieBen neigt. Es mag hier nochmals ausdriicklich 
betont werden, daB das freie Spermin ganz ohne Geruch ist, 
daB aber leicht aus ihm, z. B. durch Einwirken von Kalium- 
permanganat, aber auch durch Einwirkung von Magnesium- 
metall (bei Gegenwart von etwas Goldchlorid) stark nach 
Sperma riechende Stoffe entstehen, die noch nicht weiter unter- 
sucht wurden. — Das Spermin ist recht bestiindig gegen Sauren 
und Alkalien, es kann z. B. aus einer konzentrierten Alkali- 
lésung durch Kochen mit dem Dampfe itibergetrieben werden. 


') Fiir die Beschatfung der Pankreasdriisen sind wir Herrn Prot. 
Waldmann, Direktor der Staatl. Forschungsanstalt aut der Insel Riems, 
zu groBem Danke verpflichtet. 

*) Lit. s. Wrede, Dicse Zs. Bd. 138, 8. 120 (1924). 
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immerhin sind gelegentlich bei dieser Destillation starke Ver- 
luste zu beobachten, so daB diese Methode zur Isolierung der 
Base nicht immer befriedigt. — Kaliumpermanganat in sodaalka- 
lischer Lésung wird durch die Base sehr schnell entfiirbt, was 
wohl auf die Anwesenheit der Aminogruppen zuriickzufiihren 
ist: Gesiittigte primiire Amine werden ja durch alkalisches 
Permanganat fast momentan oxydiert. -- Das Spermin gibt, 
ebenso wie seine Salze beim Erhitzen mit Zinkstaub Dampfe, 
die einen mit Salzsiiure befeuchteten Fichtenspahn roten. 
Irgndwelche Schlisse auf die Konstitution aus dieser ,,Pyrrol- 
reaktion® zu ziehen, ist wohl nicht zuliassig.?) 

Von dem Spermin wurden einige Salze dargestellt, die im 
experimentellen Teil niher beschrieben werden, das Chlor- 
hydrat C,,H,,N,°-4HCl, und das schon oben erwiihnte Phosphat. 
Das friiher beschriebene Pikrat wurde nochmals genau ana- 
lysiert, seine Zusammensetzung wurde zu C,,H,,N,(C,H,N,0,), 
gefunden. Die friiheren Daten lieBen es fiir das Pikrat zweifel- 
haft, ob eine Verbindung mit zwei oder vier Molekiilen Pikrin- 
siure vorlag, da die Analysenwerte sehr eng beieinander liegen. 

Nach der Analyse soll das Spermin eine gesiittigte, ali- 


phatische Verbindung von der Formel C,,H,.N, sein. Von 


“10° 26° "4 

den vier Stickstoftatomen sind drei auf Grund der van Slyke- 
Bestimmung als primiir anzunehmen?), das vierte Stickstoffatom 
diirfte sekundir gebunden sein, da ja das Spermin eine Tetra- 
acylverbindung gibt. 

Da das Spermin beim Kochen mit Siure oder Lauge sehr 
bestiindig ist, konnten hydrolytische Spaltprodukte nicht ge- 
wonnen werden. Auch schlugen bisher die Versuche fehl, die 
Reaktionsprodukte von Spermin mit salpetriger Saiure zu iso- 
lieren. 

Dagegen gliickte die Aufsprengung des Molekiils nach einer 
anderen eigenartigen, meines Wissens bisher noch nicht an- 
gewandten Methode. Wab8riges Ammoniak wird bekanntlich 
durch Schiitteln mit Kupferpulver von Luft oxydiert. ebenso 


‘) Neuberg, Chem. Centralbl. 1904, Bd. II, S. 1487. 
*) Betr. der Methodik der van Slyke-Bestimmungen s. S. 305. 
20* 
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Methylamin und Athylamin.’) Die Kenntnis dieser Reaktioy 
regte mich dazu an, Kupfer bei Gegenwart von Luft auf dic 
stark alkalische Lisung (in Normalnatronlauge) des Spermins 
wirken zu lassen.?) Die Methode, die sicher weitere An. 
wendung zur vorsichtigen Aufsprengung stickstoffhaltiger Kérper 
(HiweiBstofte) finden kann, wird zurzeit im hiesigen Institu 
ausgebaut und auf ihre Gesetzmabigkeiten hin studiert. 

Die anfangs wasserklare farblose Loésung des Spermius, 
in der das fein verteilte Kupfer suspendiert war, wurde heim 
Durchleiten von Luft nach einigen Stunden tiefblau, wobei ein 
sehr starker, typisch spermaihnlicher Geruch auftrat. Nach 
etwa 24 Stunden fiel aus der blauen Lésung ein schwarzbrauney 
Niederschlag aus (Kupferoxyd?), wobei die Liésung hellblau 
wurde. Nach 3 Tagen wurde die alkalische, vom Kupfer be- 
freite Lésung destilliert, wonach sich im Destillat 4 Kérper 
isolieren lieBen: Ammoniak, unveriindertes Spermin, eine Base 
von der Formel C,H,,N, und eine solche von der Formel 
oF : an 

Uber die Base C,H,,N, ist vorerst folgendes zu sagen: 
Schon ihre Formel weist darauf hin, daB es sich entweder um 
ein Ringgebilde oder um einen ungesittigten aliphatischeu 
Kérper handeln muB. (Das gesittigte aliphatische Amin wiirde 
die Formel C,H,,N, haben.) Bei der Reduktion mit Wasser- 
stoff und Platinmohr nach Willstatter wurden genau zwei 
Wasserstofiatome aufgenommen, was fiir das Vorhandensein 
einer Doppelbindung spricht. Der Korper C,H,,N,, der wei- 
teren Wasserstoff nicht mehr aufnahm, konnte als schén kry- 
stallisiertes Chloroaurat isoliert werden. Beide Kérper zeigen 


bei der Behandlung nach van Slyke, daB ein Stickstoffatom in 


Form einer primiren Aminogruppe vorliegt. Die Base C,H,,\, 


1) Traube u. Schénewald, Chem. Ber. Bd. 39, S. 179 (1906). 

") Wie ich vor kurzem erfuhr, hat Wieland elementaren Sauer- 
stot! unter Verwendung von Kupfer als Katalysator zur Oxydation be 
nutzt [Liebigs Ann. der Chem. Bd. 434, S. 185 (1924)]. Er arbeitet aber 
unter ganz anderen Bedingungen, die Oxydation geht bei ihm erheblic! 
energischer vor sich. Selbst der Benzolring wird nach seiner Method 
in kurzer Zeit véllig zerstért. 
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bleibt bei weiterer Behandlung mit Kupfer—Luftsauerstoff (3 Tage) 
unangegriffen, sie ist also kaum als Zwischenprodukt bei der 
Entstehung der Base C,H,,N, aufzufassen. 

DaB der Base C,H,,N, ein Ringsystem zugrunde liegt, 
wurde schon durch ibr eigentiimliches, fiir aliphatische Amine 
ungewohnliches Verhalten wahrscheinlich: sie selbst, wie auch 
itr Reduktionsprodukt C,H,,N, geben ein extrem unlésliches 
Chloroaurat, dagegen ein leicht lésliches Chloroplatinat. Diese 
Higenschaft erinnert an die von gewissen Pyridinderivaten. 
Anderseits glickte es auch nicht, die Base in ein krystalli- 
siertes Acylderivat tiberzufiihren. Die Verbindung mit m-Nitro- 
benzoesaure, die ja besonders schwer lésliche und gut krystalli- 
sierte Derivate liefert, blieb bei beiden Basen trotz vielfacher 
Bemiihungen sirupés. Auch der Versuch, die Base C,H,,N, 
mit Ozon zu spalten, miblang vollkommen. Weder die freie 
Base (als salzsaures Salz), noch ihre Acylderivate (Benzoyl- 
und m-Nitrobenzoylderivat) gaben Produkte, die die zu erwarten- 
den Aldehyd- oder Ketonreaktionen gaben. Ein in Chloroform 
schwer lésliches Additionsprodukt zwischen dem Benzoylderivat 
und Ozon wurde zwar beobachtet, doch gelang es nicht, dieses 
in der fiir aliphatische Verbindungen typischen Weise zu 
spalten. 

DaB es sich sicherlich um einen cyclischen Kérper handelt, 
wurde durch die Kinwirkung von salpetriger Siure bewiesen: 
es entstanden dabei zwei in Léslichkeit und Krystallform (der 
Chioroaurate) verschbiedene K6érper, von denen der eine sicher 
die Hormel C,H,NO (oder C,H,,NO) hat, der andere vielleicht 
ie Formel C,H,NO haben diirfte. (Letzterer wurde nur in 
kleiner Menge erhalten; weil der Kérper schwer zu reinigen 
ist, da er das Goldchlorid in der Wirme reduziert, also nach 
dem Umkrystallisieren immer kleine Mengen metallischen 
Goldes enthalt, ist die Analyse nur mit einem gewissen Vor- 
hehalt zu deuten.) Hiitte ein aliphatischer ungesiittigter Korper 
in der Verbindung C_H,,N, vorgelegen, so hiitte er die sal- 
petrige Siure addiert. Es kann sich also nur um eine 
‘yclische Verbindung handeln, die partiell hydriert war und 
eine Doppelbindung im Ring enthielt. Die salpetrige Siure 
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hat neben der Entfernung der Aminogruppe eine Dehydrierune 
bewirkt. 

Uber die Natur der Verbindung Vermutungen aufzustelley, 
ist wohl vertriiht. Es diirfte sich entweder um ein parti» 
hydriertes Pyridin- oder Pyrrolderivat handeln. Ich hoffe die: 
durch weitere Oxydation zur Carbonsaure beweisen zu kénnen, 

Falls die Konstitution des Kérpers aufgeklirt wird, s0 
wird dadurch schon ein erhebliches Licht auf die Konstitution 
des Spermins geworfen werden. Entweder ist das Spermin 
eine rein aliphatische Verbindung. Dann entsteht durch 
die Wirkung des Luftsauerstofis bei Gegenwart von Kupfer 
primir eine Verbindnng, die eine Amino- und eine Carbony!. 
gruppe in 1,5-Stellung (bei der Annahme, daf ein Pyridin- 
derivat vorliegt) trigt. Diese beiden Gruppen reagieren dann 
unter Ringschlu8 miteinander. Andrerseits wire an die Mig- 
lichkeit zu denken, da der Ring im Sperminmolekiil schon 
vorhanden ist. Die Summenformel C,,H,,N, fiir Spermin ist 
durch die Analysen nicht auszuschlieBen, die eine Differenz 
von zwei Wasserstoffatomen nicht genau genug erkennen lassen. 
— Die Base C,H,,N, findet sich tibrigens schon in der mit 
Kupfer—Luftsauerstoff behandelten Flissigkeit vor der Destilla- 
tion, sie ist also nicht etwa erst bei derselben entstanden. — 
Erwihnt mag noch sein, dab die Base C,H,,N, 1m freien Zi: 
stande starken Geruch zeigt, einen Geruch, der sehr viel mehr 
dem des menschlichen Samens 4hnelt, als etwa der des Cada- 
verins und Putrescins. Nach der Hydrierung ist der Geruch 
verschwunden. — Mit Zinkstaub erhitzt, gibt die Verbindung 
C,H,,N, Dampfe, die ebenso wie die des so behandelten Sper- 
mins einen mit Salzsiiure befeuchteten Fichtenspahn kriaftig roien. 

Von dem zweiten bei der Oxydation von Spermin erhaltenen 
Korper C,H,,N, ist zu sagen, daB er nach van Slyke awe 
primire Aminogruppen enthalt und nicht mit Putrescin identisch 
ist. Die Base wurde als Pikrolonat, Chloroplatinat und ais 
m-Nitrobenzoylderivat identifiziert. Wir sind zurzeit damit 
beschiftigt, die miglichen Verbindungen dieser Formel, die 
zwei primaire Aminogruppen enthalten, synthetisch darzustelleu 
und mit der gefundenen Base zu vergleichen. 


Baad 8€=©=60— seed 
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Zum SchluB8 moége noch das Ergebnis der pharmakologischen 
Priifung, die zum Teil im Laboratorium der Firma E. Merck, 
Darmstadt, ausgefiihrt wurde, erwihnt sein. Die groBen Hoff- 
nungen, die auf den Kérper auf Grund der Poehlschen 
phantastischen Theorien gesetzt wurden, wurden durch diese 
Prifungen vorerst nicht bestirkt. Die Wirkung ist ihnlich 


der des Cholins, die Giftigkeit ist gering. — Die Wirkung aut 
die Beweglichkeit der Spermatozoen soll, wie oben erwahnt 
wurde, noch eingehend studiert werden. — Da das Spermin 


sich in erheblicher Menge (7°/,!) im Insulin (nach der Pikrin- 
siiure-Aceton-Methode dargestellt) finden soll), wurde auch noch- 
mals die Wirkung auf den Blutzuckerspiegel gepriiit: Kine 
3eeinflussung desselben bei intravenéser Injektion am Kanin- 
chen konnte selbst mit 10 mg nicht erzielt werden. 

Wirkung auf den Blutdruck: Kleine Dosen (0,1 mg 
pro Kilogramm Kaninchen intravends) erzeugen eine geringe 
Erhéhung des Blutdrucks (von 126 auf 132 mm Hg) und 
mehrere Schwankungen innerhalb dieser Grenzen. Nach gréferen 
Dosen werden diese UnregelmiBigkeiten erheblicher, es folgt all- 
mihlich Blutdrucksenkung (nach 8 mg pro Kilogramm refracta 
dosi erst Anstieg von 120 auf 140, dann langsame Senkung 
aut 100 mm Hg, 2—3 Minuten nach der Injektion wieder 
120mm Hg). Bei weiterer Injektion gréBerer Dosen (je 2—4 mg 
pro Kilogramm) ist die kurz dauernde Blutdrucksenkung vor- 
herrschend. Nach tédlichen Dosen (iiber 60 mg pro Kilogramm 
Kaninchen) sinkt der Blutdruck innerhalb 2 Minuten auf die 
Nullinie. 

Wirkung auf das Herz: Eine Beeinflussung der Herz- 
aktion beginnt nach einer Menge von 8 mg pro Kilogramm 
Kaninchen refracta dosi, charakterisiert durch voriibergehende 
Verlangsamung der Pulsfrequenz. Nach Injektion von 20 mg 
pro Kilogramm Tier auf einmal sinkt die Pulszahl um die 
Hilfte (von 240 auf 120 Schlige pro Minute). Nach tédlichen 
Dosen wird das Herz erst sekundir gelihmt, indem der Herz- 
schlag die Atemlihmung 2 Minuten iiberdauert. 


1) Rosenheim u. Mitarb., a. a. O. 
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Wirkung auf die Atmung: Die Atmung wird erstmalig 
beeinfluBt durch Injektion von 8 mg pro Kilogramm intravenis 
refracta dosi im Sinne einer Verlangsamung. Nach 62 mg 
pro Kilogramm Kaninchen refracta dosi tritt sofort Lihmung 
der Atmung ein, die irreversibel ist. 

Toxische Dosen: 1,5 mg intravenés titet eine Maus yon 
15 g Gewicht innerhalb 2 Minuten unter Atemlihmung. 1 mg 
wird nach kurzer Betiiubung reaktionslos vertragen. Kaninchen 
zeigen nach 40 mg pro Kilogramm (auf einmal in die Ohrvene 
injiziert) keinerlei sichtbare Beeinflussung ihres Allgemein- 
befindens. 


Methodiseher Teil. 


Isolierung des Spermins aus Organen. 


Die Organe werden von Fett und Bindegewebe méglichst 
befreit und durch eine Fleischhackmaschine zerkleinert. Je 
1 kg des Gewebebreis wird in 2 Liter kochendes Wasser ¢e- 
geben. Es wird wiederum zum Kochen erhitzt, dann wird 
durch Zugabe von etwa 5 ccm KEssigsiure pro Kilogramm (e- 
webe schwach sauer gemacht. Nun wird schnell abgekiihlt und 
durch ein Tuch geseiht. Der Riickstand wird méglichst aus- 
geprebt. Die meist etwas triibe Lésung wird unter kraftigem 
Umriihren mit etwa 40 ccm Bleiessig (pro Kilogramm Gewebe 
versetzt. Da der Niederschlag sich sehr schwer abfiltrieren 
laBt, ist es angezeigt, nach Zugabe des Bleiessigs auf etw: 
40° zu erwirmen, was am besten durch FEinleiten eines 
Dampfstromes geschieht. Nun wird durch Faltenfilter filtriert. 
Das Filtrat wird mit konzentrierter Schwefelsiure versetzt, }is 
Kongopapier gebliut wird, der Niederschlag von Bleisulfat wird 
abgesaugt (Kieselgur), Das Filtrat wird mit 5°/,iger kon- 
zentrierter Schwefelsiiure, dann mit einer konzentrierten Lisung 
von 35 g Phosphorwoliramsiure (pro Kilogramm Gewebe) ver- 
setzt. Nach einigen Stunden wird der Niederschlag abgesaugt, 
mit wenig Wasser und einer reichlichen Menge festem Baryt- 
hydrat etwa 1/, Stunde verrieben. Dann wird filtriert. Das 
Filtrat muB alkalisch sein und mit Kohlensiure einen starken 
Niederschlag geben, andernfalls das Verreiben mit weiterem 
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Baryt nochmals wiederholt werden mu’. Das in der Lisung 
enthaltene Bariumhydroxyd wird mit Kohlensiure ausgefillt 
und abgesaugt. Das Filtrat wird mit Orthophosphorsiiure 
gegen Lackmus gerade neutralisiert. Nun wird, um Barium- 
bicarbonat und Kohlensiiure zu entfernen, einige Minuten auf- 
sekocht und filtriert. Sollte die Lisung jetzt nicht eine Wasser- 
stoff-lonen-Konzentration von p,, == 7,0 haben, so wird diese 
durch Zugabe von Ammoniak oder Phosphorsiure eingestellt. 
Dann wird ?/, Volumen 96°/, iger Alkohol zugesetzt, worauf 
das Sperminphosphat auskrystallisiert. Nach 24 Stunden wird 
abgesaugt. Aus 1 kg Rinderpankreas werden so 0,2 g Phos- 
phat erhalten. — Das Phosphat wird nun in wenigen Kubik- 
zentimetern etwa 5°/,iger Salzsiure gelést, dann wird eine 
geniigende Menge Schwefelsiiure zugegeben, um noch vor- 
handenes Barium zu entfernen, filtriert und mit etwa dem 
gleichen Volum einer 40°/, igen Goldchloridlésung versetzt. 
Das Sperminchloroaurat krystallisiert fast quantitativ aus. Es 
wird nach etwa 1 Stunde scharf abgesaugt, mit ganz wenig 
verdiinnter Salzsiiure schnell gewaschen und getrocknet. Das 
Gewicht des Chloroaurats (Mol.-Gew. = 1634) dividiert durch 8 
gibt die Menge der freien Base (Mol.-Gew. = 202). 


Sperminphosphat. 


Das noch unreine Phosphat (s. 0.) wird mit der 100 fachen 
Menge Wasser einige Minuten gekocht und heib durch Kiesel- 
gur filtriert. Beim Abkiihlen krystallisiert das Sperminphosphat 
in schénen Nadeln (s. beigefiigte Tafel) in wenigen Stunden aus. 
Es wird abgesaugt und an der Luft getrocknet. Aus der 
Mutterlange kann durch Zugabe von ?/, Volum Alkohol noch 
eine zweite, nicht ganz reine Krystallisation gewonnen werden. 
Die lufttrockenen Krystalle geben folgende Analysendaten: 

6,189 mg Substanz gaben 51,560 mg Ammoniumphosphormolybdat 
(nach Pregl). 

67,691 mg ,, verlieren bei 100° iiber P,O, im Vakuum in 
12 Stunden 14,24 mg H,0. 


C,,H..N,-2H,PO, + 6H,O (506,4) 
Ber. 12,26°%/, P 21,35°/, H,O 
Gef. 12,10 _,, 21,04, 
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Die Substanz ist, wie schon erwihnt, in etwa 100 Teiley 
kochendem Wasser léslich, in kaltem Wasser, Alkohol und 
organischen Solvenzien ist sie fast unldslich. Sie lést sich 
leicht in verdiinnten Siuren und Alkalien. Die Loésung jy 
verdiinnter Salzsiiure gibt mit Goldchlorid sofort die schon 
friiher beschriebenen Krystalle des Sperminchloroaurats. [as 
entwiisserte Phosphat wurde ebenfalls analysiert: 

2,805 mg Substanz gaben 30,25 mg Ammoniumphosphormolybdat 

3,076 mg » 0,868 eem N (760 mm, 15°). 


C1 oHagNy-2H,PO, (398,38) Ber. 15,59) P —-14,07°/. N 
Gef. 15,66 ,, 14,18 


Das krystallwasserfreie Phosphat beginnt in zugeschmol- 
zenem Rohrchen bei 224° zu sintern, schmilzt bei 228° zu 
einer triiben Schmelze. Es gibt mit Zinkstaub erhitzt, Dampie, 
die einen mit Salzsiure befeuchteten Fichtenspahn rot firben. 


Sperminchlorhydrat. 


Das Phosphat wird in wenig verdiinnter Phosphorsiure 
gelést. Dann wird mit einer warmen gesittigten Barium- 
hydroxydlésung die Phosphorsiiure gefallt, der Niederschlag 
wird abfiltriert. Uberschiissiger Baryt wird mit Schwetelsiure 
genau entfernt. Dann wird Salzsiiure in erheblichem Uber- 
schuB zugesetzt. Durch vorsichtige Zugabe von Aceton kry- 
stallisiert das Chlorhydrat aus. Es kann aus wenig verdiinnter 
warmer Salzsiure durch Zugabe von Alkohol umkrystallisiert 
werden: 


5,126 mg Substanz gaben 6,440 mg CO, + 4,070 mg H,O. 
3,210 mg - » 0,447 eem N (755 mm, 17°). 
10,330 mg ‘s » 16,87 mg AgCl. 


Ber. 34,47°/, C 8,689, H 16,109, N 40,75, Cl 
Gef. 834.26 , 888 , 1627 , 40,40 ,, 


Das Salz stellt weiBe Krystallblittchen dar, die in Wasser 
leicht léslich sind. Bei 250° ist es im Schmelzpunktsréhrchen 
noch unverindert. 
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Sperminpikrat.’) 

Das Pikrat wird aus der wiBrigen Lésung des salzsauren 
Salzes durch Fallen mit wiBriger Pikrinsiure als fast ganz 
unlésliche Krystallmasse erhalten. Es liBt sich aus viel 
heiBem Wasser umkrystallisieren. 

105 mg werden mit verdiinnter Schwefelsiiure und reinem 
Chloroform so lange ausgeschiittelt, bis die wabrige Lésung 
farblos ist. Die Chloroformextrakte werden eingedampft, der 
Riickstand wird gewogen. 

Cy oHogN(C,t,N,0,), (1118,5) Ber. 86,05 mg Pikrinsiiure 

Gef. 83,20 mg ni 


Bestimmung des Aminostickstoffs nach van Slyke. 

Die Bestimmungen wurden beim Spermin wie bei den 
nachher zu beschreibenden Basen prinzipiell so ausgefiihrt, daB 
vom Chloroplatinat oder Chloroaurat ausgegangen wurde. Etwa 
i00 mg des Chloroplatinats werden in etwa 5 ccm Wasser 
suspendiert, 24 Stunden mit Schwetelwasserstoff behandelt und 
quantitativ durch ein kleines ‘ieselgurfilter gesaugt. Vom 
Filtrat werden 2 ccm zur iiblichen Mikrobestimmung nach 
van Slyke benutzt. Die Hinwirkungsdauer betrigt immer 
| Stunde, wihrend welcher Zeit dreimal je 10 Minuten ge- 
schiittelt wird. Bei zahlreichen Vorversuchen an Chloro- 
platinaten verschiedener aliphatischer Diamine wurde gefunden, 
daB bei Einhaltung dieser Methodik regelmiBig fast genau 
85°/, des theoretischen Stickstofis gefunden wurden. 

Das Chloroplatinat des Spermins gab folgenden Wert: 

69,8 mg Substanz in 5,101 g H,O mit H,S zerlegt. 

Vom Filtrat gaben 2,0 cem: 1,50 eem N (770 mm, 18°). 

" i 2,0 cem: 1,49 cem N (770 mm, 18°). 
C,oH.,N,:2H,PtCl, + 4H,O (1094,4); fiir drei NH,-Gruppen 
Ber. 3,83°/, N 
Gef. 3,19 und 3,17°/, N, d.i. 83°/, der Theorie 

Fiir drei primire Aminogruppen stimmende Werte wurden 
iibrigens auch bei der Verarbeitung des Sperminphosphats 
gefunden. 


1) Wrede, Diese Zs. Bd. 138, S. 130 (1924). 
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Spaltung des Spermins durch Luftsauerstoff bei Gegenwart 
von Kupfer. 


0,5 g Sperminphosphat werden in 30 ccm Normalnatron- 
lauge gelést in einen Glaszylinder von etwa 3—4cm Dureb- 
messer gegeben und mit etwa 3—4g Kupferpulver, das durch 
Reduktion von gepulvertem Kupferoxyd mit Methylalkohol 
frisch dargestellt war, versetzt. Durch die Fliissigkeit wird 
ein ziemlich lebhafter Luftstrom geleitet, so daB ein Teil des 
Kupfers in der Flissigkeit aufgewirbelt wird. (Um eventuell 
fliichtige Basen aufzufangen, wird eine Waschflasche mit ver- 
diinnter Salzsiiure vorgelegt. In ihr findet sich nach Be- 
endigung der Reaktion nur eine geringe Menge Ammoniak, das 
als Chloroplatinat analysiert wird.) Nach einigen Stunden ist 
die Flissigkeit tiefblau, nach 2 Tagen wird sie unter Ab- 
scheiden von einem braunschwarzen Niederschlag heller. Nach 
3 Tagen wird filtriert, mit Salzsiiure angesiiuert, das Kupfer 
wird mit Schwefelwasserstofi entfernt, dieser wird durch einen 
Luftstrom vertrieben. Dann wird mit festem Natronhydrat 
stark alkalisch gemacht und destilliert, wobei in die Vor- 
lage etwas verdiinnte Salzsiiure gegeben wird. Zuerst geht 
die stark riechende Base C,H,,N, iiber, bei stirkerer Konzen- 
tration der Natronlauge auch die Base C,H,,N,. Wahrend- 
dessen scheidet sich das unveriinderte Spermin, das in konzen- 
trierter Natronlauge schwer léslich ist, in Form von Oltropfen 
ab, die bei weiterem Destillieren nun auch mit iibergehen. 
Es ist aber nicht zu empfehlen, alles Spermin itiberzudestil- 
lieren, da dadurch die Reinigung der beiden andern Baseu 
erschwert wird. Das Destillat — etwa 50 ccm — wird nun mit 
etwa 3—5ccem 40°/,iger Goldchloridlésung versetzt, wobei sich 
das Goldsalz der Base zuerst in feinen Krystallaggregaten, die 
sich beim Stehen, namentlich nach kurzem Erwirmen, in lange 
Nadeln umwandeln, fast véllig ausscheidet. Ausbeute bis zu 0,6 g. 
Die Krystalle sind im allgemeinen schon analysenrein. — Die 
Mutterlauge wird nun im Vakuum auf wenige Kubikzentimeter 
eingedampft. Beim Stehen in der Kilte krystallisiert das 
Sperminchloroaurat quantitativ aus. Das Filtrat wird nun 
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mit Schwetelwasserstoff zerlegt, die stark salzsaure Loésung 
wird im Vakuumexsiccator iiber Kali getrocknet. Es hinter- 
bleibt eine weiBe Krystallmasse. Diese wird in wenig Wasser 
(1—2ccm) gelést, die Lésung wird durch Kieselgur gesaugt 
und mit 1 ccm einer 20°’, igen Platinchloridlésung versetzt. 
Beim Stehen, eventuell im Vakuumexsiccator, scheidet sich 
das Chloroplatinat der Base C,H,,N, ab. 
Base C,H, ,N,. 

Das Chloroaurat wird zur Analyse aus heiBem Wasser, 
dem etwas Goldchlorid und Salzsiiure zugesetzt ist, umkrystalli- 
siert. Beim Trocknen im Vakuum (60°, Phosphorpentoxyd’ 
tritt kein Gewichtsverlust ein. 

19,862 mg Substanz gaben 7,517 mg CO, + 3,795 mg H,O + 


9,705 mg Au. 
22,047 mg Substanz gaben 8,535 mg CO, + 4,305 mg H,O. 


8,623 mg . »» 4,202 mg Au. 
6,369 mg a »  9,190cem N (757mm, 19°). 


C,H,,N,(HAuCl,), (806,2) 
Ber. 10,42°/, C 2,00°/), H 3,48°/, N 48,92°/, Au 


Gef. 1032 , 214 , — 4 4887 4, 
ea ee ee 


Das Chloroaurat bildet bis zu 1 cm lange Nadeln von 
eigelber Farbe; sie schmelzen bei 182° unter Aufschiumen. 
Das Salz ist in warmem Wasser ldslich, in kaltem namentlich 
bei Gegenwart von Goldchlorid fast unléslich. Auch lést es 
sich in Alkohol ein wenig. Nach Entfernung des Goldes mit 
Schwefelwasserstofi gibt die verdiinnte salzsaure Lésung mit 
Phosphorwolframsiiure eine unldsliche wei8e Fallung. 

Das Chloroplatinat der Base scheidet sich aus der 
wiBrigen Lésung erst auf Zusatz von Alkohol ab, da es in 
Wasser ziemlich léslich ist. Die braungelben flachen Krystall- 
nadeln zeigen nach dem ‘Trocknen (im Vakuum bei 75°) 
folgende Analysendaten: 

20,01 mg Substanz gaben 11,63 mg CO, + 5,75 mg H,0. 

14,445 mg " i 5,180 mg Pt. 

C,H, .N,-H,PtCl, (536,1) 

Ber. 15,679, C 3,01°, H 86,41°/, Pt 
Gef. 15,85 ,, 3,22 , 3585 , 
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Die Krystalle fairben sich bei etwa 200° dunkel und zer- 
setzen sich bei etwa 205°. Sie sind léslich in Wasser, wn- 
léslich in Alkohol. 

Mit Benzoyl- und m-Nitrobenzoylchlorid gibt die 
Base C,H,,N, Derivate, die aber nicht krystallisieren. Diese 
Acylderivate werden so dargestellt, da& das Chloroaurat mit 
Schwefelwasserstoff zerlegt wird. Das Filtrat wird sorgfiltig 
vom Schwefelwasserstoff befreit, mit etwa 10°/, Natronhydrat 
versetzt und nach Schotten-Baumann acyliert. Die ab- 
geschiedene Masse wird mit Ather, in dem die Acylderivate 
kaum léslich sind, griindlich ausgewaschen, in Chloroform auf- 
genommen, filtriert und vom Chloroform durch Verdampfen 
befreit. Es wurden so wasserklare, fast harte Sirupe erhalten, 
von deren Analyse abgesehen wurde. 

Die Bestimmung nach van Slyke wurde mit dem Chloro- 
aurat in der oben geschilderten Weise durchgefiihrt: 

63,8 mg Substanz wurden in 4,26 g H,O mit H,S zerlegt. 

1,7 eem des Filtrats gaben 0,65 cem N (756mm, 18°). 

89,5 mg Substanz wurden in 4,33 g H,O mit H,S zerlegt. 

2,0cem des Filtrats gaben 1,14 cem N (760mm, 18%). 

C,H,,N,(HAuCl,), (806,2); fiir 1 NH,-Gruppe 

Ber. 1,73°, N 
Gef. 1,46°/, u. 1,58°/,, d. i. 84°/, u. 91°, d. Th. 

Wie gleich gezeigt werden wird, enthilt die Base eine 
Doppelbindung. Die Versuche, dieselbe durch Ozon aut- 
zusprengen, wurden in folgender Weise durchgefiihrt: 

1. Je 0,5 g des Chloroaurats werden mit Schwefelwasser- 
stoff zerlegt, dieser wird wie gewdhnlich entfernt. Durch die 
salzsaure Lésung (80ccm) wird 1 Stunde lang ein lebhafter 
Strom von ungewaschenem Ozon geleitet. Nach mehrstiindigeu 
Stehen sind die Reaktionen auf Aldehyde und Ketone negatiy, 
dafiir laBt sich mit Goldchlorid immer noch ein erheblicher 
Teil der Base C,H,,N, unverindert abscheiden. 

2. Eine Liésung des Benzoylderivats (0,2 g) in reinem 
Chloroform wird 1 Stunde lang mit Ozon behandelt. Die klare 


Lésung triibt sich, es scheidet sich am Einleitungsrohr eine 


sirupdse Masse ab. Irgendwelche krystallisierten Kérper konnten 
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aber auch hier nicht gefaBt werden, auch nachdem die amor- 
phen Massen zwecks Zerlegung mit Wasser gekocht wurden. 
Der Versuch, das vermutliche Ozonid durch Zink-Eisessig zu 
reduzieren, verlief ebenfalls ergebnislos. 


Reduktion der Base C,H,,N, zu der Base C,H,,N,. 


4 

Das erforderliche Platinmohr wurde nach der Methode 
von Wallstaitter+) dargestellt. 403 mg (?/, Muillimol) des 
Chloroaurats von C,H,,N, werden in 10ccm Wasser mit 
Schwefelwasserstoff zerlegt. Der Schwefelwasserstoff wird sorg- 
filtig entfernt. Dann wird mit Natronlauge neutralisiert, und 
mit 1 com Natriumacetatlésung und 2 'Tropfen Essigsiiure ver- 
setzt. — Die Lésung absorbiert in 1 Stunde bei Atmosphiiren- 
druck und Zimmertemperatur 5 ccm Wasserstofi, in 6 Stunden 
12,..cem, worauf der Wasserstoffverbrauch aufhért, trotzdem 
noch einmal neues Platinmohr zugesetzt wurde. Die Theorie 
verlangt, daB bei Vorhandensein einer Doppelbindung etwa 
11,3cem Wasserstoff verbraucht werden. 

In der Lésung findet sich nun die Base C,H,,N,; sie 
kann entweder bei alkalischer Reaktion iibergetrieben werden 
oder direkt als schwer lésliches Chloroaurat gefallt werden. 
Das reine Chloroaurat gibt bei der Analyse folgende Werte: 


tam) 


16,344 mg Substanz gaben 6,285 mg CQ, + 3,640 mg H,O + 
7,958 mg ‘Au. 
15,288 mg Substanz gaben 5,790 mg CO, + 3,170 mg H,O + 
7,430 mg Au. 
6,402 mg Substanz gaben 0,196 cem N (755mm, 19°). 
C.H,,N,(HAuCl,), (808,3) 
Ber. 10,399/, C 2,24°/, H 48,809/, Au 3,47°/, N 
Gef. 10,49 ., 2,49 4 48,70 ,, 3,56 ,, 
10,38 , 2,32 , 4860 , — ¥y 
Das Chloroaurat bildet platte Nadeln von goldgelber 
Farbe, die in kaltem Wasser bei Gegenwart von Goldchlorid 
kaum lislich sind; sie lésen sich in heiBem Wasser, aus dem 
sie umkrystallisiert werden kénnen, und ein wenig auch in 
Alkohol. Der Schmelzpunkt hiingt von der Schnelligkeit des 





1) H. Meyer, Lehrb. d. organ. chem. Methoden I. 8. 1109. 4, Aufl. 
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Erhitzens ab: Sintern bei 200°, Schmelzen bei 208°, hie; 
schnellerem Erhitzen bis zu 220° Der Kérper gibt ebenso 
wie seine Muttersubstanz ein m-Nitrobenzoylderivat, das nich; 
krystallisiert. Im Gegensatz zu ihr ist er geruchlos, obwoll 
er mit Wasserdimpfen fliichtig ist. Mit Phosphorwolfram. 
siure entsteht ein unldéslicher weiBer Niederschlag, das Chloro. 
platinat scheint leicht lislich zu sein. 
Bestimmung des Aminostickstoffs nach van Slyke: 
37,6 mg des Chloroaurats in 2eem U,O mit HS zersetzt gaben 
1,0cem N (760 mm, 23°). 
32,9 mg des Chloroaurats in 2cem H,O mit H.S zersetzt gaben 
0,95 eem N (760mm, 23°). 
C,H,,N.(HAuCl,), (808,3); fiir 1 NH,-Gruppe 
Ber. 1,78°/, N. 
Gef. 1,49 u. 1,62°/, N, d.i. 86 u. 94°/, d. Th. 


Einwirkung von salpetriger Saure auf die Base C,H,,N,. 

1 g Chloroaurat der Base C,H,,N, wird in etwa 15 ccm 
Wasser mit Schwefelwasserstoff zerlegt, der Schwefelwasser- 
stot wird entfernt. Ks wird nun noch etwa 1ccm 10°/ ige 
Salzsiure zugegeben, sowie etwa 0,2 g Natriumnitrit. Die 
Lisung bleibt 1 Stunde bei Zimmertemperatur stehen, wobe 
sich reichlich Stickstoff entwickelt. Wird jetzt tropfenweise 
etwa lccem 40°/,ige Goldchloridlésung zugegeben, so krystalli- 
siert ein Koérper in fuBerst diinnen, breiten, hellgelben Bliti- 
chen aus. Die Krystalle werden abgesaugt, sie enthalten, wie 
leicht zu sehen ist, etwas metallisches Gold. Beim Versuch. 
sie aus kochendem Wasser bei Gegenwart von Goldchlorid 
umzukrystallisieren, erfolgt immer eine geringe Reduktion des 
Goldchlorids, so daB die véllige Reinigung nicht méglich war. 
Nach dem Trocknen im Vakuum iiber Phosphorpentoxyd bei 
56° zeigt der Kérper folgende Analysendaten: 

18,254 mg Substanz gaben 10,805 mg CO, + 3,39 mg H,O + 
8,326 mg Au. 


18,618 mg Substanz gaben 10,950 mg CO, + 3,57 mg H,O + 
8,538 mg Au. 


3,877 mg Substanz (umkrystallisiert) gaben 2,285 mg CO, + 0,730 mg 
H,O + 1,629 mg Au. 
5,527 mg Substanz gaben 0,155cem N (777mm, 20°). 
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C,H,NO-HAuCl, (449,1) 
Ber. 16,04°/, C 1,80°/, H 438,92% Au 3,12%/, N 
Gef. 16,14 ., 2,08 ,, (45,61) ,, 3,34, 
1604 , 214 , G8 » — » 
a a 

Der Kérper ist in kaltem Wasser extrem schwer loslich. 
Er zeigt einen Schmelzpunkt von 108°, zersetzt sich bei etwa 
175° Wie schon erwahnt, soll die Analyse dieses Kérpers 
vorerst mit Vorsicht gedeutet werden. 

Wird die Mutterlauge nach Absaugen dieser Krystalle 
auf wenige Kubikzentimeter im Vakuum eingeengt, so scheiden 
sich derbere, dunkelgelbe Nadeln ab, die sich leichter als der 
erste Kérper in Wasser lésen, aber trotzdem sich gut aus heikem 
Wasser unter Zusatz von Goldchlorid umkrystallisieren lassen. 

20,495 mg Substanz gaben 13,410 mg CO, + 4,810 mg H,O + 
8,633 mg Au. 

18,504 mg Substanz gaben 12,355 mg CO, + 4,500 mg H,O + 


7,814 mg Au. 
6,430 mg Substanz gaben 4,225 mg CO, + 1,590 mg H,O. 
5,690 mg ‘ - 0,156 cem N (754mm, 20°). 


C,H,NO-HAuCl, (463,1) 
Ber. 18,14°/, C 2,18°/, H 42,58°/, Au 3,02°/, N 
C,H,,NO-HAuCl, (465,1) 
Ber. 18,06°/, C 2,60°/, H 42,40%/, Au 38,01°/, N 
Gef. 17,84 , 2,68 ,, 4212 ,, 3,17 ,, 
a, a.” 
17,92 ,°277 » — sie, 


Der Schmelzpunkt des Chloroaurats liegt bei 79-81”, 
er zersetzt sich bei etwa 165°. 


Base C,H,.N.. 


Wie erwihnt, laBt sich die Verbindung C,H,,N, aus der 
Mutterlauge der Goldsalze von der Base C,H,,N, und des 
Spermins gewinnen. Das rohe Chloroplatinat (s. 8. 307) kann 
durch Wiederauflésen in Wasser und fraktioniertes Auskrystalli- 
sieren rein gewonnen werden: 

15,252 mg Substanz gaben 5,284 mg CO, + 3,910 mg H,O + 
6,040 mg Pt. 

10,480 mg Substanz gaben 4,141 mg Pt. 

Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CLITI. 21 
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C,H,.N,-H,PtCl, (498,0) Ber. 9,64°/, C 2,83°/, H 39,20°/, Pt 

Gef. 9,45 ,, 2,87 ,, 39,60 ,, 

— »y — » 89,70 ,, 

Das Chloroplatinat stellt derbe, gelbe Krystalle dar, die 

in Wasser miBig leicht léslich sind. Sie schwirzen sich bei 

230°, schitumen bei 240° auf. Durch Zerlegen mit Schwefel- 

wasserstoff wird die Lisung des salzsauren Salzes erhalten. 

Diese gibt mit Phosphorwolframsiure einen unlislichen Nieder- 

schlag. Das Chloroaurat ist offenbar leicht lislich. Die freie 

Base riecht nicht nach Sperma, sie zeigt einen Geruch nach 

zerriebenen Hornspinen. Wird das Chloroplatinat mit Zink- 

staub erhitzt, so entstehen Dimpfe, die einen mit Salzsiure 

befeuchteten Fichtenspahn réten. 

Bestimmung des Aminostickstofis nach van Slyke. 


91,3 mg Substanz wurden in 5,228 g H,O mit H,S zerlegt. 
2 cem des Filtrats gaben 2,82 cem N (762mm, 18°). 
2cem_,, » 2,86 cem N (759mm, 18°). 
C,H,.N,-H.PtCl, (498,0); fiir zwei NH,-Gruppen 

Ber. 5,62°/, N. 

Gef. 4,63 u. 4,70°/, N, d.i. 83°/, d. Th. 


Pikrolonat der Base C,H,.N,. 


Die Liésung des salzsauren Salzes gibt mit wiaBriger 
Pikrolonsaéure einen schénen krystallisierten Niederschlag. Er 
wird aus heiBem Wasser umkrystallisiert, abgesaugt und im 
Vakuum getrocknet: 


7,676 mg Substanz gaben 12,950 mg CO, + 3,482 mg H,O. 


1,204 mg ns » 9,235ceem N (760mm, 22°). 
C,H,,N,(C,,HgN,O;), (616,3) Ber. 46,73°/, C 4,58°/, H 22,73°/, N 
Gef. 46,01 ,, 5,00 ,, 22,58 ,, 


Das Salz bildet feine, gelbe Nadeln, die in kaltem Wasser 
fast unléslich sind. Der Schmelzpunkt liegt bei 265—270°, 
wo Zersetzung eintritt. 


m-Nitrobenzoylderivat der Base C,H,,N,. 


Die Lésung der Base wird mit etwa 10°/, Natronhydrat 
und einer geniigenden Menge m-Nitrobenzoylchlorid etwa 
1 Stunde lang geschiittelt. Die abgeschiedenen Massen werden 
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: mit Alkohol gewaschen, in wenig Pyridin gelést; es wird 


filtriert und vorsichtig mit Wasser versetzt. Das Acylderivat 


krystallisiert in weiBen Nadeln, die oft zu Rosetten vereinigt 
sind, aus. 


4,158 mg Substanz gaben 8,455 mg CO, + 1,755 mg H,O. 

2,186 mg . »  0,280eem N (760mm, 23°). 
Ber. 55,94°/, C 4,70°/, H 14,52°/, N 
Gfitia . 42 ,. wT , 


Molekulargewichtsbestimmung. Die Methode nach 


| Rast gibt nur dann gute Werte, wenn die Liésung etwa 


5°/,ig ist, da die Substanz sich in Campher schwer lost: 


0,501 mg Substanz in 13,357mg Campher gelést gaben 4 = 4,0°. 

0,341mg ,, 4 7,918mg_,. ~ » dest 

0,358 mg - » 6,621 mg ‘ » 4% 5,8°. 
Gef. 375, 383, 373 


Der Schmelzpunkt der reinen Verbindung liegt bei 212 


bis 213° (unkorr.) 


Der Notgemeinschaft der Deutschen Wissenschaft danke 
ich fir die Uberlassung von Chemikalien und Apparaten, die 


mr Durchfihrung der Arbeit benétigt wurden. 


21* 














Hoppe-Seyler’s Avitschrift fiir physiologische Chemie. Band CLIUIL. Tafel L. 


Zu .Abderhalden und Sickel, Die Struktar der aus Casein durch fermentativen Al 

















ven Abbau erhaltenen Verbindung C,,H,N.O,. 
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